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 1. Zusammenfassung 
 
Die häufigsten allergischen Erkrankungen sind Asthma bronchiale, Neurodermitis 
und allergische Rhinitis. Diese Krankheiten nehmen an Inzidenz zu, sind für 
Betroffene sehr belastend und können lebensbedrohlich werden. Aktuelle 
Forschungsprojekte zielen darauf ab, die Mechanismen d r Allergieentstehung 
besser zu verstehen, um dann spezifische Therapien entwickeln zu können. Die 
akute allergische Reaktion vom Typ I wird über IgE-Freisetzung vermittelt. Ein 
wichtiger Mechanismus hierbei ist die systemische Sensibilisierung bei einem  
Antigenkontakt und die folgende Aktivierung von Mastzellen bei erneutem 
Antigenkontakt durch Quervernetzung von Mastzell-gebundenem IgE, was zur 
Freisetzung von Entzündungsmediatoren führt.  
 
Im Gegensatz zu klassischen Allergenen führt das Peptid Interleukin-4 
induzierendes Prinzip von Schistosoma mansoni Eiern (IPSE) aus 
Schistosomeneiern schon beim ersten Antigenkontakt zur Mastzelldegranulation. Es 
bindet an Mastzell-gebundenes IgE, ohne dieses jedoch querzuvernetzen und weist 
damit andere Wege der Mastzellaktivierung auf als die bereits bekannten über eine 
systemische Sensibilisierung.  
Aus Voruntersuchungen ist bekannt, dass IPSE sowohl am Fc- als auch am Fab-Teil 
von IgE binden kann. Beide Bindungen sind für die Mastzelldegranulation relevant. 
Es ist unklar, ob die Bindung an den Fab-Teil über eine klassische Bindung oder 
eine Superantigenbindung erfolgt. Bei der Superantige bindung bindet das Antigen 
an der Stelle des Antikörpers, die durch die Framework-Region des Variablen (VH) 
Fab-Teils kodiert wird. Die VH-Gensegmente werden in sieben Familien eingeteilt. 
Durch ein Superantigen werden in der Regel alle B-Lymphozyten aktiviert, die VH-
Gene einer Familie exprimieren. Bei der klassischen Antigenbindung werden durch 
Bindung an die hypervariable „complemetarity determining region“ des Fab-Teils 
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Die Fragestellung der folgenden Arbeit war, ob IPSE nach dem klassischen Prinzip 
oder als Superantigen bindet. 
 
 
Hierfür wurde die IPSE-Bindung durch B-Lymphozyten untersucht, die aus Mäusen 
stammten, die in ihrem Antikörperrepertoire eingeschränkt waren. Dabei wurden 
Wildtyp Balb/c Mäuse verglichen mit solchen, die überwiegend hydrophobe 
Aminosäuren in der klassischen Antigenbindungsstelle besitzen (= ∆-RF2 Maus) 
und mit solchen, die dort überwiegend geladene Aminosäuren besitzen (∆-iD 
Maus). Sollte die IPSE-Bindung über die klassische St lle zustande kommen, so 
wäre ein Unterschied bei den verschiedenen Mauslinien zu erwarten. Bei einer 
Superantigenbindung wären keine Unterschiede zu erkennen. 
 
Wir etablierten Methoden zur Messung des Anteils IPSE-bindender B-
Lymphozyten mittels FACS-Analyse und der IPSE-bindenden Antikörper mittels 
ELISA und konnten zeigen, dass es zwischen den verschi denen Mauslinien keinen 
Unterschied in der IPSE-Bindungsfähigkeit gibt. Daraus lässt sich ableiten, dass die 
IPSE-Bindung höchstwahrscheinlich als Superantigen erfolgt. Dies erklärt die 
Mastzellaktivierung durch IPSE schon beim ersten Antige kontakt. Weiterhin 
zeigte sich, dass die B-Lymphozyten der Peyer-Plaques des Darms einen geringeren 
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 2. Einleitung 
 
 2.1 Die allergische Sofortreaktion 
 2.1.1 Definition 
Allergien spielen in unserer heutigen Zeit eine zunehmende Rolle. Die Inzidenz 
atopischer Erkrankungen wie Neurodermitis, Asthma bronchiale oder allergische 
Rhinitis steigt in den Industrieländern (Bach 2002). Neueste Studien zeigen, dass 
10% der Kinder in industrialisierten Ländern an Asthma bronchiale leiden (Eder t 
al. 2006). Die Gründe für diesen Anstieg der Inzidenz si d letztlich unklar. Die 
„Hygiene-Hypothese“ besagt, dass ein Mangel an Infektionen und ein verringerter 
Kontakt mit Bakterien und Parasiten zu einer fehlgesteuerten Immunantwort im 
Sinne einer Imbalance des TH1 / TH2 – (T –Helfer –Zellen Typ 1 und Typ 2)  
Gleichgewichts (s. Kap.2.1.2) zugunsten der TH2-Zellen führt (Maddox und 
Schwartz 2002). Nach Coombs und Gell werden vier Typen der „allergischen 
Reaktionen“ unterschieden (Janeway et al. 2005). Beim Typ I wird die Reaktion 
über IgE vermittelt. Dieses ist an Mastzellen gebunden. Bei Bindung des passenden 
löslichen Antigens kommt es zur Mastzelldegranulation. Dieser Typ findet sich z.B. 
bei allergischer Rhinitis, Asthma bronchiale und systemischer Anaphylaxie. 
Typ II ist IgG-vermittelt. Die Antikörper binden an Oberflächenantigene der 
jeweiligen Zellart. In der Folge kommt es zur Komplementaktivierung und 
Zerstörung der Zelle. Dieser Typ findet sich meist bei 
Medikamentenunverträglichkeit und chronischer Urtikaria. Bei Typ III wird die 
Reaktion durch Antigen-Antikörper (IgG)–Komplexe vermittelt. Die Komplexe 
lagern sich insbesondere an Basalmembranen ab und führen hier zur Komplement- 
und Phagozytenaktivierung. Dieser Typ tritt bei Krankheiten wie dem Goodpasture 
– Syndrom auf. Der Typ IV ist T–Zell-vermittelt und wird noch weiter unterteilt. 
Bei der Kontaktdermatitis kommt es über TH1-Zellen zur Makrophagenaktivierung. 
Bei der verzögerten Reaktion des chronischen Asthmas kommt es über TH2-Zellen 
zur IgE-Produktion, Eosinophilenaktivierung und Mastozytose (Janeway et al. 
2005). Eine zentrale Rolle in der Typ 1-Allergie spielt das IgE. Es vermittelt die 
allergische Sofortreaktion und seine Produktion wird durch die verzögerte 
allergische Reaktion gefördert. Allerdings können Reaktionen mit dem typischen 
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Phänotyp der Typ-1-Allergie auch in Abwesenheit einer klassischen allergischen 
Sensibilisierung stattfinden, z.B. bei Parasitenbefall. Daher wurde postuliert, dass es 
neben der Allergen-vermittelten Reaktion auch einen alternativen Mechanismus 
geben könnte, der die Mastzelldegranulation und anschließende Reaktion auslöst. 
Dies ist insbesondere interessant, weil Parasitenbefall vor der allergischen 
Sensibilisierung schützen kann (Dittrich et al. 2008). In der hier vorliegenden 
Arbeit wurde ein alternativer, Allergen-unabhängiger Mechanismus der 
Mastzelldegranulation durch ein Parasitenantigen, das Interleukin-4 induzierende 
Prinzip aus Schistosoma mansoni Eiern (IPSE), untersucht.  
 
 2.1.2 Systemische Sensibilisierung 
Die Voraussetzung für eine allergische Typ I-Allergi  nach Coombs und Gell ist die 
vorherige Sensibilisierung gegen das jeweilige Antigen (Janeway ers et al. 2005).  
Zunächst wird hierbei das Antigen von antigenpräsentierenden Zellen 
aufgenommen, nachdem es die Epithelbarriere durchbro en hat (Maddox et al.  
2002). Diese Zellen zerlegen das Antigen in Peptidfragmente und wandern zu 
Lymphknoten, wo sie diese Fragmente mithilfe des MHC II (major 
histocompatibility complex II) B- und T-Lymphozyten und anderen Immunzellen 
präsentieren (Busse und Lemanske Jr. 2001). Sind die Rezeptoren der Lymphozyten 
spezifisch für das jeweilige Antigen, werden die Zellen aktiviert (Holt et al. 1999; 
Maddox et al. 2002). Der weitere Verlauf der Immunreaktion hängt en scheidend 
von den T–Helfer–Zellen ab. Dabei sezernieren TH1-Zellen und TH2-Zellen 
unterschiedliche Zytokine, wodurch die Reaktion in zwei unterschiedliche 
Richtungen laufen kann. 
TH1-Zellen sezernieren vor allem Interleukin-2 (IL-2), Interferon-γ (INF-γ) und 
Tumornekrosefaktor-α (TNF-α), TH2-Zellen dagegen IL-4, IL-5 und IL-13 (Abbas 
et al. 1996; Holgate et al. 1999). Allergene prägen die Immunantwort im Sinne 
eines TH2–Phänotyps (Corry et al. 1999). Als Ursachen hierfür werden 
verschiedene Faktoren vermutet. Dazu zählen genetisch  Faktoren, die 
Beschaffenheit des Antigens (Janeway et al. 2005) sowie Umwelteinflüsse 
(Maddox et al. 2002). Unter dem Einfluss des TH2-Zytokinmusters kommt es zur 
Eosinophilenansammlung im Gewebe und zum Isotypenwechsel der 
Immunglobuline der allergenspezifischen Plasmazellen hin zu IgE und IgG4 (beim 
Menschen) beziehungsweise IgG1 (bei der Maus) (Corry et al. 1999;  Busse et al. 
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2001; Janeway et al. 2005). So kommt es zur Produktion allergenspezifischen IgEs 
und damit zur Ausbildung einer allergischen Krankheit (Laitinen et al. 2004, 
Moffatt et al. 2007, Hui et al. 2008). 
Die physiologische Rolle des IgE ist nicht vollständig geklärt.  Es ist bei der 
Eliminierung von Parasiteninfektionen beteiligt. Dies könnte einen Bezug zur 
„Hygiene-Hypothese“ aufwerfen, da laut dieser zu wenig Kontakt zu infektiösen 
Substanzen eine Ursache der steigenden Inzidenz der Allergien in Industrieländern 
ist. Laut „Dschungel-Hypothese“ könnte hierbei insbe ondere parasitären Würmern 
eine große Bedeutung zukommen. So könnte eine Reaktion, die 
physiologischerweise gegen Parasiten gerichtet ist, gegen harmlose 
Umweltantigene zustande kommen. Jedoch zeigen einige Studien, dass IgE nicht 
absolut notwendig für die allergische Reaktion ist.IgE wurde in 200 Millionen 
Jahren Evolution stark konserviert, was auf eine einzigartige Rolle im 
Immunsystem schließen lässt, die jedoch nicht endgültig geklärt ist (Achatz et al. 
2006).  
 
 2.1.3 IgE-vermittelte Mastzelldegranulation 
Das durch den Immunglobulin-Isotypenwechsel unter TH2-Zytokineinfluss 
gebildete IgE wird größtenteils an Mastzellen und basophile Granulozyten 
gebunden. Diese Bindung erfolgt über den FcεRI. Dies ist ein Rezeptor in der 
Membran der Mastzellen, der mit hoher Affinität den Fc-Teil des IgE bindet 
(Beaven et al. 1993, Bieber 1993). Wenn IgE an diesem Rezeptor gebunden ist, 
ändert es seine Konformation. Ungebunden wird es mit einem Taschenmesser 
verglichen (im Gegensatz zum Y-förmigen IgG). Bei dr Bindung am Rezeptor 
„rastet es ein“. Dies führt zu der hoch affinen Bindu g am FcεRI (Wan et al. 2002). 
Mastzellen sind mononukleäre Zellen, die dem Knochenmark entstammen. Sie sind 
an strategisch wichtigen Stellen des Körpers lokalisiert, an denen es bevorzugt zum 
Antigenkontakt kommt (Haut, Schleimhäute). Kommt es nach der primären 
Sensibilisierung zu erneutem Antigenkontakt wird das Antigen an IgE auf 
Mastzellen gebunden und IgE-Moleküle werden quervernetzt, wodurch die 
Mastzelle aktiviert wird. Daraus folgt die Mastzelldegranulation, bei der 
proinflammatorische Faktoren wie Histamin, Serotonin, Heparin und verschiedene 
Proteasen freigesetzt werden (Lane und Lee 1997). 
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Durch diese Mediatoren kommt es zur Kontraktion glatter Muskulatur (z.B. in den 
Bronchien), zu vermehrter Durchblutung und erhöhter Kapillarpermeabilität, was 
zu einem Ödem führt (Janeway et al. 2005), sowie zur Gewebszerstörung. 
Weiterhin tragen neu synthetisierte und dann sezernierte Prostaglandine, 
Leukotriene und PAF (platelet-activating factor) zu dieser Reaktion bei. Diese 
Vorgänge bilden die allergische Sofortreaktion vom Typ I nach Coombs und Gell. 
Es werden auch IL-4 und IL-13 von der Mastzelle sezerniert, welche die TH2–
Reaktion aufrechterhalten. Einige Mediatoren dienen der Chemotaxis von 
eosinophilen und basophilen Granulozyten und TH2–Zellen (Janeway et al. 2005). 
Der entscheidende Faktor für die allergische Reaktion Typ I ist die Bindung des 
Antigens an mastzellgebundenes IgE und die folgende Qu rvernetzung der IgE-
Moleküle. Bei Gesunden ist der IgE-Blutspiegel sehr niedrig im Bereich von 
Nanogramm pro Milliliter (van den Stoep et al. 1993, Efremov et al. 1993, Tilgner 
et al. 1997). Bei Allergikern findet man dagegen meist erhöhte Spiegel an 
allergenspezifischem IgE (Holt e al. 1999; Maddox et al. 2002). Daraus leitet sich 
ein neuer Therapieansatz zur Behandlung von Allergien ab, der Einsatz 
monoklonaler anti-IgE-Antikörper (Omalizumab). Die klinische Wirksamkeit dieser 
Therapie wird derzeit intensiv untersucht (Strunk et al. 2006). Die Behandlung ist 
hierbei generell gegen das gesamte IgE gerichtet. 
Eine gezieltere Behandlung wäre möglich, wenn man gegen das allergenspezifische 
IgE vorgehen könnte. Dafür ist es wichtig herauszufinden, wie das Allergen am IgE 
bindet. Es gibt grundsätzlich zwei Arten, wie ein Antigen binden kann: als 
klassisches Antigen oder als Superantigen (s. Kap. 2.2.3). Es wurde aufgrund 
molekulargenetischer Untersuchungen die Hypothese aufgestellt, dass einige 
Allergene als B–Zell-Superantigene binden (Marone et al. 2006). In der 
Blockierung von B-Zell-Superantigenbindungsstellen könnte ein weiterer 
Therapieansatz für die Behandlung von Allergien liegen. Dafür ist es jedoch 
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 2.2 Immunglobuline 
 2.2.1 Struktur der Immunglobuline 
Immunglobuline sind Glykoproteine, die der Bindung und Erkennung von 
Antigenen dienen. Sie kommen membrangebunden auf B–Lymphozyten als 
Rezeptoren vor (B-Zell-Rezeptor). Sie können aber auch sezerniert werden und 
kommen dann im Blut und in Gewebsflüssigkeiten vor. Dort dienen sie vor allem 
der Opsonierung und damit Inaktivierung pathogener Agenzien. Immunglobuline 
bestehen aus zwei identischen leichten Ketten mit ca. 25 kDa und zwei identischen 
schweren Ketten mit ca. 50 kDa. Die beiden schweren K tten sind untereinander 
sowie mit jeweils einer leichten Kette über Disulfidbrücken verbunden. Es werden 
verschiedene dreidimensionale Strukturen, die Domänen oder Regionen, 
unterschieden. Diese bestehen aus ähnlichen Nukleotids quenzen mit jeweils ca. 
110 Aminosäuren (AS). In jeder Kette gibt es eine variable Region und eine oder 
mehrere konstante Regionen. Die variable Region dient der spezifischen 
Antigenbindung, die konstante bestimmt die Immunglobu inklasse (Janeway et al. 
2005).  
Bei den leichten Ketten werden zwei Typen unterschieden, die lambda λ und die 
kappa κ – Kette. In einem Immunglobulin findet sich entweder die eine oder die 
andere Kette, nie beide gleichzeitig. Es konnte bisher kein funktioneller 
Unterschied zwischen beiden Ketten festgestellt werden. Für das speziesspezifische 
Verhältnis gibt es keine Erklärung (Janeway et al. 2005). Die leichten Ketten 
bestehen aus je einer variablen VL und einer konstanten CL-Region. Die schwere 
Kette bestimmt die Klasse und damit die Funktion des Immunglobulins. Es gibt 
fünf verschiedene schwere Ketten: Alpha α, Gamma γ, Delta δ, Epsilon ε und My µ. 
Diese geben den Immunglobulinklassen deren Namen: IgA, IgG, IgD, IgE, IgM 
(Poljak et al. 1976, Cooper 1987, Maizels 2005). 
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Die schwere Kette enthält jeweils eine variable Region VH und mehrere konstante 
Regionen (IgA, IgD und IgG drei CH 1-3 Domänen, IgM und IgE vier konstante CH
1-4 Domänen). Zwischen der ersten und zweiten konstanten Domäne befindet sich 





Abb.  1: Proteintertiärstruktur eines humanen IgG-Moleküls (aus Padlan 1994). Das sezernierte IgG-
Molekül besitzt in der schweren Kette vier Domänen mit den Bezeichnungen VH, CH1, CH2 und 
CH3. Die beiden Domänen der leichten Kette heißen VL  und  CL. Die Antigenbindenden Fab-
Fragmente (Fragment antigen binding) sind über die bewegliche Hinge-Region (Scharnier) mit dem 
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Die dreidimensionale Struktur der Antikörper ist variabel und unterscheidet sich für 
die verschiedenen Immunglobuline. Am besten ist die Struktur des IgG untersucht. 
Dieses nimmt im Allgemeinen eine Y-Form an.  Über die hinge-Region sind die 
beiden Arme sehr beweglich, so dass der Winkel zwischen beiden Armen variabel 
ist. Da die variable Region die spezifische Antigenbindungsstelle enthält, ist deren 
Struktur besonders wichtig. Sie besteht aus β-Faltblättern mit relativ konstanten 
Aminosäuren, die durch hypervariable Schleifen miteinander verbunden sind. Die 
konstanten Regionen nennt man auch framework region (FR) und die Schleifen 
complementarity-determining region (CDR). Es gibt in der schweren und leichten 
Kette je vier FR (FR1, FR2, FR3, FR4) und drei CDR (CDR1, CDR2, CDR3). Die 
FRs sind für die strukturelle Intaktheit des Immunglobulins zuständig, die CDRs für 
die Antigenbindung (Xu et al. 2000, Collis et al. 2003). Die klassische 
Antigenbindungsstelle wird also aus sechs Anteilen zusammengesetzt, drei CDRs 
der leichten und drei CDRs der schweren Kette. Dabei spielt die CDR3 der 
schweren Kette (CDR-H3) die größte Rolle bei der klassischen Antigenbindung. Sie 
allein reicht aus, um eine ausreichende Immunglobulin-Diversität für eine 
protektive Immunantwort zu erzeugen (Padlan et al. 1994, MacCallum et al. 1996, 
Xu et al. 2000, Collis et al. 2003). Die besondere Rolle der CDR-H3-Region wird 
durch ihre Entstehung während der somatischen Rekombination erklärt. 
 
 2.2.2 Entstehung der Vielfalt der Immunglobuline 
Nahezu jedes Antigen der Umwelt findet seinen Gegenpart in der 
Antigenbindungsstelle eines Immunglobulins. Diese große Vielfalt direkt in der 
DNA zu kodieren, würde zu viel Platz einnehmen. Darum findet in der Reifung von 
der Stammzelle zum reifen B–Lymphozyten eine somatische Rekombination statt. 
Die Gensegmente für die variable Region der Immunglobuline werden neu 
kombiniert. Dabei bestehen die Immunglobuline aus verschiedenen Anteilen: 
Leichte Kette aus VL (variable), JL (joining), CL (constant); schwere Kette aus VH, 
DH (diversity), JH, CH. Für jeden dieser Anteile gibt es verschiedene Segmente, von 
denen jeweils nur eins in einem bestimmten B–Lymphozyten verwendet wird. Der 
Genlokus für die schwere Kette liegt auf Chromosom 14. Er enthält Sequenzen für 
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Das VH-Segment stellt mit 288 Nukleotiden den größten Teil d r variablen Region, 
und zwar FR1, FR2, FR3, CDR-H1, CDR-H2 und den 5’ Nukleotide der CDR-H3-
Region. Die 51 VH-Segmente werden in sieben Familien eingeteilt (VH 1-7) in 
denen die Nukleotidsequenz zu 80% übereinstimmt. Jedem VH-Segment ist dabei 
ein leader L vorangestellt. (Matsuda et al. 1998, Cook et al. 1995). Die VH 3 
Familie ist dabei die größte, während VH 5 und 6 nur 1 oder 2 Mitglieder besitzen 
(Giudicelli et al. 2006). 
Das DH-Segment erhöht die Vielfalt und das JH-Segment stellt die Verbindung zur 
konstanten Region dar. Die CDR-H3-Region wird aus VH, DH und JH gebildet 
(Tonegawa et al. 1983). Sie ist für verschiedene Immunglobulinklassen 
unterschiedlich lang. Für IgE (Andréasson et al. 2006), IgG (Zemlin et al. 2007) 
und IgA (Bauer et al. 2007) ist sie kürzer als für IgM (Yamada et al. 1991). 
 
Abb. 2: Prinzip der VH-DH-JH–Umlagerung der schweren Kette des Immunglobulins: Im ersten 
Schritt wird ein DH mit einem JH verknüpft. Durch die Umlagerung können P-Nukleotide entstehen 
und durch das Enzym TdT N-Nukleotide eingefügt werden. Im zweiten Schritt wird an die DH-JH-
Sequenz eins von den 51 VH-Segmenten angelagert. Vor der Translation in das fertige Protein erfolgt 





Ein fügen der N1 - und
P1 /P2  -N uk leotide
Keim bahnD H D H JH JHVH
Proteinebene
VH N1 D H N2 JH
P1  P2   P 3   P4
D H JH N 2VHVH
DH-JH -Umlagerung,
Einfügen der N2- und
P3/P4-Nukleotide
FR1 FR4CDR3CDR1  CDR2  FR3FR2
VH
VH Segmente (n=51)      DH (n=27)      JH (n=6)   
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Um die verschiedenen Segmente zu rekombinieren wirdin er B-Vorläuferzelle 
jeweils ein Segment aus allen VH-, DH-, JH- und CH-Segmenten ausgewählt. Hierfür 
wichtig sind die rekombinationsaktivierenden Gene RAG-1 und RAG-2, die nur in 
sich entwickelnden lymphatischen Zellen vorkommen. Der Komplex aus RAG-1 
und RAG-2 erkennt eine Rekombinationssequenz (RSS) des ausgewählten 
Segments, die sich an den Enden eines jeden Exons befindet. Die zwischen den 
Segmenten liegende DNA wird ausgestülpt. Aus ihr entst ht ein zirkuläres DNA - 
Fragment, welches im Weiteren abgebaut wird (Pascual et al. 1991; Alt et al, 1992). 
Dabei werden an den Enden der zu verbindenden Segmente einige Nukleotide 
entfernt. Beim Zusammenfügen wird zunächst das DH- mit einem JH-Segment 
verknüpft, danach diese Sequenz mit dem VH-Segment (Li et al. 1993; Rajewski 
1996; Chowdhury et al. 2004). Weiterhin werden während der Umlagerung durch 
das Enzym terminale Desoxynukleotidyltransferase (TdT) zwischen den Segmenten 
bis zu 20 N-Nukleotide eingefügt. Diese erhöhen zusätzlich die Variabilität der 
Antigenbindungsstelle (junktionale Vielfalt) (Benedict et al. 2000). Wenn man 
bedenkt, dass die gesamte Junktionszone in der CDR-H3- egion liegt, erklärt sich 
hieraus deren hervorragende Rolle in der Antigenbindung. 
Bei ⅔ der Umlagerungen entstehen Verschiebungen des Leserasters. Dadurch 
entstehen funktionsunfähige Proteine. Diese B-Zellen gehen durch Apoptose 
zugrunde oder werden durch Umlagerung eines weiteren VH-Segments (VH-
replacement) wieder funktionsfähig gemacht (Zhang et al. 2003). Als Nächstes 
werden die Segmente der leichten Kette rekombiniert. Deren CDRs haben eine 
geringere Vielfalt als die der schweren Kette. Zum einen haben sie keine D-
Segmente und weniger VL- und JL-Segmente zur Auswahl. Für die κ-Kette 
existieren 40 VL- und 5 JL-Segmente, für die λ-Kette 30 VL- und 4 JL-Segmente. 
Zum anderen werden in der Junktionszone selten N-Nukleotide eingebaut, da die 
TdT zu diesem Zeitpunkt schon größtenteils abgebaut ist (Desiderio et al, 1984; Li 
et al, 1993; Bridges 1998). Anschließend werden die leicht  und schwere Kette 
kombiniert. Dadurch erhöht sich die Vielfalt der produzierbaren Immunglobuline 
weiter. Doch den größten Anteil an der Vielfalt hatdie CDR-H3 (Xu et al. 2000). 
Im Weiteren kann es im reifen B-Lymphozyt in den Keimzentren der Lymphfollikel 
zu Punktmutationen bevorzugt in den CDRs kommen (Betz et al, 1993; Besmer et 
al. 2004). Dies nennt man somatische Hypermutation. Zellen, deren Antikörper 
dabei besonders affin zum jeweiligen Antigen sind, werden hier selektioniert. 
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Dadurch kommt es zur Affinitätsreifung (Berek t al. 1991; Domiati-Saad et al. 
1998). 
 
 2.2.3 Immunglobulinklassen  
Die variable Region und damit die Antigenspezifität der Immunglobuline einer 
reifen B-Zelle ist nach Ende der somatischen Rekombination weitgehend festgelegt 
durch die Auswahl je eines V-, D-, J-Segmentes und das Entfernen der übrigen 
Segmente. Nur durch die somatische Hypermutation sind noch Veränderungen 
möglich. Dagegen besitzt der reife, naive B–Lymphozyt noch alle konstanten 
Regionen und kann damit theoretisch alle Immunglobulinklassen bilden. Die 
Gensegmente Cα, Cγ, Cδ, Cε und Cµ für die konstante Region der schweren Kette 
liegen hinter dem JH-Segment. Sie kodieren jeweils für eine Immunglobulinklasse: 
IgA, IgD, IgE, IgG und IgM. Es gibt vier Segmente für Cγ (1-4) und 
dementsprechend auch IgG1 – IgG4 sowie zwei Segmente für Cα  mit IgA1 und 
IgA2. Am 5’ Ende jedes Segments findet sich eine regulatorische DNA-Sequenz 
(Schalterstelle), die eine Rolle beim Klassenwechsel spi lt. Am 3’ Ende liegt je ein 
Exon für die membranständige und die sezernierte Form des Immunglobulins 
(Cooper 1987; Pascual et al. 1991). Vor Antigenkontakt werden jedoch nur die Cµ- 
und Cδ-Gene transkribiert. Der reife, naive B-Lymphozyt exprimiert zunächst 
gleichzeitig IgM und IgD auf seiner Oberfläche. Für IgM  wird das Cµ-Segment 
alleine transkribiert, für IgD das Cµ- und Cδ-Segment zusammen und dann wird 
das Cµ-Segment beim Spleißen entfernt (Han et al. 2004; Blom et al. 2006; 
Geisberger et al. 2006).  
Erst nach Antigenkontakt ist ein Klassenwechsel möglich. Dabei wird die variable 
Region des Immunglobulins durch Ausstülpungen zwischen den Schalterstellen  mit 
einer anderen konstanten Region verbunden. Aus der ausgestülpten DNA entsteht 
ein zirkuläres Fragment, das dann abgebaut wird (Mainzels 2005). Damit ist die 
Immunglobulinklasse für den B-Lymphozyten endgültig festgelegt. Er kann sich 
zur Plasmazelle entwickeln und den entsprechenden Antikörper sezernieren. Durch 
Zytokine werden die Transkription der konstanten Region und damit das 
Immunglobulinmuster geändert. Normalerweise ist IgG2 das häufigste 
Immunglobulin im Blut. Nach Einfluss von z.B. IL-4 wird in den stimulierten 
Zellen entweder IgG4 beim Menschen (IgG1 bei der Maus) oder IgE gebildet 
(Jumper et al. 1994). 
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Jede Immunglobulinklasse hat ihre eigene Abwehrfunktio  und ihren bevorzugten 
Wirkungsort. So werden alle Bereiche des Körpers effektiv vor verschiedenen 
Erregern geschützt (Cooper 1987; Maizels 2005).  Als Primärantwort wird zunächst 
immer IgM sezerniert. Da noch keine somatische Hypermutation stattfand, sind 
diese ersten Immunglobuline nur niedrig affin. Darum werden sie in großen 
Mengen sezerniert und bilden Pentamere. Die Pentamere haben zehn 
Antigenbindungsstellen, was die geringe Affinität weitgehend ausgleicht. Da sie 
jedoch relativ groß sind, können sie nicht ins Gewebe vordringen. Man findet die 
IgM-Pentamere daher vor allem im Blut, wo sie Antigene opsonieren und das 
Komplementsystem aktivieren und so frühzeitig eine I f ktion eindämmen (Boes 
2000). IgD wird zusammen mit IgM als Rezeptor exprimiert, jedoch selten 
sezerniert. Darum findet man es nur in sehr geringen Mengen im Blut. Seine 
Funktion ist unbekannt. Es wird angenommen, dass es eine Rolle während der B-
Zell-Selektion spielt (Han et al. 2004; Geisberger et al. 2006). 
Bei IgA, IgE und IgG fand bereits eine Affinitätsreifung statt. Sie liegen als 
Monomer (IgG, IgE und IgA im Blut) und Dimer (IgA in Sekreten) vor und können 
besser ins Gewebe diffundieren. IgG findet sich vor allem im Blut. Dort ist es das 
häufigste Immunglobulin, opsoniert Antigene für Phagozyten und aktiviert das 
Komplementsystem. IgA findet sich vor allem als Dimer auf Schleimhäuten und in 
Sekreten an der Körperoberfläche. IgE ist, wie bereits erwähnt, für die Bekämpfung 
von Parasiteninfektionen wichtig und befindet sich hauptsächlich 
membrangebunden auf Mastzellen (Cooper 1987; Maizels 2005). 
 
 2.2.4 Bindung von klassischen Antigenen und 
Superantigenen 
Antigene können auf zwei Weisen an der variablen Region eines Antikörpers 
binden. Die häufigere ist die Bindung an der klassischen Antigenbindungsstelle, die 
aus den insgesamt 6 CDRs aus schwerer und leichter Ke te gebildet wird. Hierbei 
spielt die CDR-H3-Region die wichtigste Rolle (Padlan et al. 1994, MacCallum et 
al. 1996, Xu et al. 2000, Collis et al. 2003). Das Zentrum der klassischen 
Antigenbindungsstelle bildet die CDR-H3-Region. Klassische Antigene binden 
damit nur an B-Zellen, die eine passende CDR-H3-Region besitzen und damit für 
sie spezifisch sind. Dafür muss in der CDR-H3-Region eine bestimmte AS-Sequenz 
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mit daraus abgeleiteter passender dreidimensionaler Struktur vorliegen. Durch 
klassische Antigene werden deshalb nur wenige B-Zellen aktiviert. Diese werden 
dann im Weiteren zur Proliferation angeregt (Janeway et al. 2005). B-Zell-
Superantigene dagegen binden nicht an der klassischen Antigenbindungsstelle, 
sondern an relativ konstanten Regionen der variablen Domäne. Es hat sich gezeigt, 
dass Superantigene eine Bevorzugung bestimmter VH-Familien aufweisen (Pascual 
et al. 1992, Adderson et al. 1993, Berberian et al. 1993, Ikematsu et al. 1993, 
Newkirk et al. 1993, Domiati-Saad et al. 1996, reviewed in: Silverman 1992; 
Marone et al. 2006). Hierbei interagieren die Superantigene vor allem mit 
spezifischen FRs. Diese zeigen innerhalb der variablen Region die größte Konstanz 
(Xu et al. 2000, Collis et al. 2003).  Die Homologie innerhalb der VH-Familien 
kommt vor allem durch die FRs zustande. So ist zu erklären, dass die Superantigene 
bestimmte VH-Familien bevorzugen. Das Staphylococcus aureus Protein A wird 
z.B. hauptsächlich durch Immunglobuline gebunden, dren VH-Segmente zur VH3-
Familie gehören (Sasso et al. 1989). 
B-Zell-Superantigene binden folglich nicht spezifisch an wenige B-Zellen, sondern 
an alle, die eine bestimmte VH-Familie exprimieren. Da es beim Menschen sieben  
solcher Familien gibt  (Matsuda et al. 1998, Cook et al. 1995), wird eine größere 
Anzahl an Zellen gleichzeitig aktiviert. Im Falle der VH3-Familie, welche die 
größte ist (Giudicelli et al. 2006), würden besonders viele Zellen das Antigen 
binden, bei den Familien VH 5 und VH 6 dagegen wenig r. Der durchschnittliche 
Anteil jeder der 7 VH-Familien wäre 11% der gesamten B-Zellen, wenn jede VH-
Familie einen gleich großen Anteil stellte.  Da aber die Familien unterschiedlich 
groß sind, variiert dieser Wert von Familie zu Familie. Damit stimulieren B-Zell-
Antigene den entsprechenden Anteil der B-Zellen. DaSuperantigene meist 
Bestandteil häufig vorkommender Krankheitserreger sind, kann vermutet werden, 
dass sie eine frühe humorale Immunantwort darstellen, die dem angeborenen 
Immunsystem gleicht (Snow et al. 1996, Hofer et al. 1999). So kann das 
Superantigen von einem Teil der Antikörper im Blut sofort gebunden werden und 
viele B-Zellen werden parallel aktiviert. Würde das Antigen über die klassische 
Antigenbindungsstelle erkannt, wäre mehr Zeit für die Proliferation der 
antigenspezifischen Zellen und Produktion der Immunglobuline nötig. 
Superantigene können daher besonders schnell durch viele Immunglobuline 
gebunden werden. 
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Wie bei den anderen Isotypen ist auch bei IgE weit überwiegend die schwere Kette 
für die Antigenspezifität verantwortlich (Laffer et al. 2001, Edwards et al. 2002, 
Flicker et al. 2002). Einige Untersucher fanden in Patienten mit Allergien eine 
Bevorzugung bestimmter VH-Familien im IgE-Molekül und leiteten hieraus die 
Hypothese ab, dass einige Allergene auch als B-Zell-Superantigene 
(„Superallergen“) wirken könnten (Marone et al. 2006). Dies könnte erklären, 
warum Superallergene beim ersten Antigenkontakt zur alle gischen Sofortreaktion 
führen und eine TH2-Reaktion induzieren (Paul et al. 1994, Seder et al. 1992, Hsieh  
et al. 1992). Es stellt sich folglich für jedes Antigen die Frage, ob es 
klassischerweise in der CDR-H3-Region bindet oder als Superantigen an einer der 
VH-Familien. Dies ist besonders für Allergene und andere Antigene, die zur 
Mastzelldegranulation führen, interessant, da hier neue Mechanismen der 
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 2.3 Eingeschränktes Antikörperrepertoire im murine n 
Modell 
 2.3.1 Übersicht 
Das Antikörperrepertoire ist von der Fähigkeit abhängig, eine große Vielfalt an  
Antigenbindungsstellen zu generieren. Da der wichtigste Anteil der 
Antigenbindungsstelle die CDR-H3-Region ist, ist für ein komplettes 
Antikörperrepertoire die Vielfalt dieser Region entscheidend. Bei den 
Immunglobulinen der Vertebraten findet man vorwiegend Intervalle mit neutraler 
Polarität, die angereichert sind mit hydrophilen Aminosäuren. Hydrophobe 
Aminosäuren und solche mit großer Ladung sind dagegen selten oder fehlen ganz 
(Johnson et al., 2000; Ivanov et al. 2002). Diese Bevorzugung bestimmter 
Aminosäuren ist am ehesten durch die Keimbahnevolution des DH-Segments zu 
erklären, welches den Kern der CDR-H3-Region bildet. Dieses Segment enthält in 
einem von sechs möglichen Leserastern (RF, reading frame) typischerweise die 
hydrophilen Aminosäuren Tyrosin, Glycin und Serin, die im RF1 enthalten sind. 
Bei 60% der funktionellen Immunglobuline wird der RF1 benutzt (Ivanov et al. 
2002). Der RF2 wird dagegen nur bei ca. 20% und der RF3 bei weniger als 5% 
verwendet. Daraus folgt, dass das Repertoire an CDR-H3 Sequenzen eingeschränkt 
ist. Bei Abweichungen von dieser Einschränkung kann es zu pathologischen 
Prozessen wie der Bildung von Antikörper gegen doppelsträngige DNA kommen 
(Ippolito et al. 2003). Um das Antikörperrepertoire einzuschränken, wurde bei 
Balb/c Mäusen die DH-Segment-Vielfalt verändert.  Dazu wurde der DH-Genlocus 
in unterschiedlichen Mauslinien durch gene-Targeting auf jeweils ein einzelnes DH-
Gensegment reduziert, das jeweils in einem anderen Leserahmen platziert wurde 
(Ippolito et al. 2003, Zemlin et al. 2008, Schelonka et al. 2008). 
 
 2.3.2 Die ∆-iD Maus 
In der D-limitierten Maus oder auch ∆-iD (Deletion der D-Segmente, stattdessen 
inverted D) Maus wurde das Zentrum des DFL16.1-Segments durch ein inverses 
DSP2.2-Segment, iD (inverses D)-Segment genannt, ersetzt. Das DSP2.2-Segment 
enthält die Aminosäuren Arginin, Asparagin und Histidin.  Diese Veränderung führt 
dazu, dass sich in der CDR-H3-Region nun mehr geladene Aminosäuren als beim 
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Wildtyp befinden. Dadurch ist das Antikörperrepertoire eingeschränkt. In 
heterozygoten Mäusen wird das iD-Segment weitaus weniger verwendet als die 
Wildtypsegmente. Es findet eine Selektion gegen das iD Allel statt (Ippolito et al. 
2003). In homozygoten Mäusen können dagegen nur iD-Segmente verwendet 
werden.  Dadurch werden durch deren Immunglobuline vorwiegend Antigene 
erkannt, die an eine CDR-H3-Region mit geladenen Aminosäuren binden. 
 
 2.3.3 Die ∆-RF2 Maus 
In der ∆-RF2 Maus wurde das DFL16.1-Segment durch eine 
Leserasterverschiebung zugunsten des RF2 ersetzt (Deletion der D-Segmente, 
stattdessen  RF2). Der RF2 enthält vorwiegend hydrophobe Aminosäuren wie 
Valin. Analog zur ∆-iD Maus befinden sich in der CDR-H3-Region mehr 
hydrophobe Aminosäuren als beim Wildtyp. Auch bei hterozygoten ∆-RF2 
Mäusen findet eine Selektion gegen das RF2-Segment statt (Zemlin et al. 2008, 
Schelonka et al. 2008). Bei homozygoten Tieren muss das RF2-Segment verwendet 
werden. Ihre Immunglobuline binden vorwiegend Antigene, die an CDR-H3-
Regionen mit hydrophoben Aminosäuren binden. 
 
 2.3.4 Bedeutung für die Analyse der Bindung von 
Antigenen an Immunglobulinen 
Die ∆-iD- und ∆-RF2-Maus haben ein eingeschränktes Antikörperrepertoir  im 
Vergleich zu Wildtyp Balb/c-Mäusen. Die ∆-iD Mäuse besitzen in ihrer CDR-H3-
Region mehr geladene Aminosäuren (Ippolito et al. 2003), die ∆-RF2 Mäuse mehr 
hydrophobe Aminosäuren (Zemlin et al. 2008, Schelonka et al. 2008). Dadurch sind 
die Antikörper dieser Mäuse jeweils für unterschiedliche Antigene spezifisch. 
Wildtyp-Mäuse verwenden bevorzugt ungeladene hydrophile Aminosäuren (Ivanov 
et al. 2002). Antigene, die über die klassische Antigenbindungsstelle erkannt 
werden, können von einer der drei Mauslinien besser gebunden werden als von den 
anderen beiden. B-Zell-Superantigene dagegen binden an eine bestimmte VH-
Familie (Pascual et al. 1992, Adderson et al. 1993, Berberian et al. 1993, Ikematsu 
et al. 1993, Newkirk et al. 1993, Domiati-Saad et al. 1996, reviewed in: Silverman 
1992; Marone et al. 2006). Alle drei Mauslinien enthalten die gleichen 
unveränderten VH-Familien. Daher können alle Mauslinien Superantigee gleich 
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gut binden. Man kann folglich mithilfe des Bindungsverhaltens der Wildtyp, ∆-iD 
und ∆-RF2 Mäuse Aussagen darüber treffen, ob ein bestimmtes Antigen eher als 
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 2.4 Interleukin-4 introducing Principle of Schisto soma 
mansoni Eggs (IPSE) 
 2.4.1 Herkunft und Wirkung 
IPSE ist ein homodimeres Glykoprotein, das Bestandteil es löslichen Antigens 
SmEA (Schistosoma mansoni egg Antigen) von Schistosomeneiern ist (Dunne t al. 
1991; Schramm et al. 2003, Schramm et al. 2006). Da die Identität von IPSE 
zunächst unbekannt war, wurde es zunächst als „Principle“ bezeichnet. Schistosoma 
mansoni ist ein Parasit, der zu den Helminthen gehört. Die Infektion erfolgt durch 
Kontakt zu kontaminiertem Süßwasser. Dabei durchdringen Zerkarien die Haut und 
infizieren den Wirt. Nach der Infektion kommt es zunächst zu einer moderaten TH1-
Reaktion, der schnell eine starke TH2-Reaktion folgt (Pearce t al. 2002). Die TH2-
Reaktion ist für die Infektionsbekämpfung essenziell. Ist sie gestört, so kommt es zu 
einer hochpathologischen Infektion (Stadecker et al. 2004). Das Fehlen von IL-4 
oder dessen Rezeptor IL-4Rα auf Makrophagen stört die Infektionsbekämpfung 
(Brunet et al. 1997, Herbert et al. 2004). Das Einsetzen der TH2-Reaktion erfolgt 
mit dem Beginn der Eiablage, die in submukösen Darmvenen und in der Leber 
stattfindet. Bisher ist unklar, welches lymphatische Kompartiment bei der TH2-
wendigen Immunantwort beteiligt ist und ob sich diese Kompartimente in ihrer 
Fähigkeit, IPSE-bindende Immunglobuline zu bilden vo einander unterscheiden. In 
erster Linie kommen die Lymphozyten der Peyer-Plaques, der Milz und des 
zirkulierenden Blutes mit Schistosoma mansoni in Berührung. Erwachsene Würmer 
dagegen erzeugen eine TH1-Reaktion. (Pearce t al. 2002). Entscheidend hierfür ist 
das lösliche Antigen der Eier SmEA (Schistosoma mansoni egg Antigen). 
Mastzellen gesunder, nicht sensibilisierter Nordeuropäer degranulieren nach 
Exposition mit SmEA und setzen dabei auch IL-4 und IL-13 frei. SmEA führt damit 
zu einer generellen Aktivierung der Mastzellen (Falcone et al. 1996). Dadurch wird 
die TH2-Reaktion begünstigt. Außerdem werden dendritische Zellen durch IL-4 zur 
Reifung gebracht werden. Dies fördert im Folgenden i  Antigenpräsentation (Lutz 
et al. 2000). 
In E. coli hergestelltes rekombinantes IPSE und natives IPSE sind in Ihrer Wirkung 
der Mastzelldegranulation und damit IL-4 Freisetzung i  Menschen und Mäusen 
nicht zu unterscheiden. SmEA ohne IPSE führt nicht zur IL-4 Produktion 
(Schramm et al. 2003). IPSE alleine kann innerhalb von Stunden nach i.v. Injektion 
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hepatische basophile Granulozyten zur IL-4 Produktion anregen. Es wurde gezeigt, 
dass das IL-4 nach Erstkontakt mit IPSE ausschließlich aus basophilen 
Granulozyten und Mastzellen sezerniert wird. TH-Zellen sind zu diesem Zeitpunkt 
nicht an der IL-4-Produktion beteiligt (Schramm et al. 2007). Ohne IgE auf den 
Mastzellen kann SmEA seine Wirkung nicht entfalten (Haisch et al. 2001, Falcone 
et al. 1996). IPSE bindet dosisabhängig an IgE (Schramm et al. 2003). Basophile 
Granulozyten von Wildtyp Mäusen sezernieren nach Stimulation mit IPSE IL-4. 
Basophile Granulozyten von IgE-negativen Mäusen setzen dagegen nach IPSE-
Kontakt kein IL-4 frei. Allerdings kann IPSE zusammen mit IL-3 und IL-18 IgE-
negative Mastzellen degranulieren. Daraus wird geschlo sen, dass IPSE IgE-
abhängig aber unter speziellen Umständen auch IgE-unabhängig Mastzellen zur 
Degranulation bringt (Schramm et al. 2007). 
 
 2.4.2 Interaktion mit Immunglobulinen, IPSE als al ternativer 
IgE-Ligand (Bedeutung für die allergische Sofortrea ktion) 
IPSE bindet an IgE, IgG, IgA und IgM. Dabei ist die Bindung an IgE am stärksten, 
gefolgt von IgG, IgA und IgM. IPSE kann dabei sowohl am Fab- als auch am Fc-Teil 
binden (H. Haas et al. Forschungszentrum Borstel, unveröffentlicht). 
Die Bindung an rezeptorgebundenes IgE und damit die IL-4 Freisetzung kann durch 
Blockade mit großen Immunglobulinmengen verhindert werden (Schramm et al. 
2007).  Bei der Bindung von IPSE an IgE auf Mastzellen konnten Haas et al. 
zeigen, dass die Bindung ohne Quervernetzung des IgE einhergeht. Hier könnte ein 
alternativer Weg der Mastzellaktivierung vorliegen, da bisher nur die Aktivierung 
durch Quervernetzung von IgE bekannt ist. Damit könnte  sich auch neue Wege der 
Mastzellhemmung erschließen. Dafür ist es jedoch zunächst notwendig diese 










Abb. 3: Bindung von IPSE an verschiedene Immunglobulinklassen und –unterklassen bei ca. 120-
180 kD im Western blot  (S. Blindow, H. Haas, unveröffentlicht). 
1) Kontrolle (SAVAP);  
2) biotinyliertes IPSE  (+SAVAP);   
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 2.5 Fragestellung 
IPSE bindet an alle Immunglobulin-Isotypen und ist ein potenter Auslöser einer 
Mastzelldegranulation und damit IL-4 Produktion. Ein wichtiger Mechanismus ist 
hierbei die Bindung von IPSE an mastzellgebundenes IgE und die 
Mastzellaktivierung ohne Quervernetzung von IgE. Diese Bindung scheint Antigen-
unspezifisch zu sein, da sie schon beim ersten Antige kontakt eine starke TH2-
Reaktion auslösen kann, ohne dass vorher spezifisches IgE gebildet wurde. Auch 
die Bindung an andere Immunglobuline wie IgG ist unspezifisch (Schramm et al. 
2007). Um zu verstehen, wie IPSE diese alternative Mastzellaktivierung bewirkt, ist 
es nötig herauszufinden, wo genau IPSE am Immunglobulinmolekül bindet.  
Mithilfe der Mauslinien mit veränderter CDR-H3-Region lassen sich klassische von 
Superantigenen unterscheiden. Sollte IPSE als Superantigen an Immunglobuline 
binden, so wäre kein Unterschied im Bindungsverhalten der verschiedenen 
Mauslinien zu erwarten. Bisher wurde die IPSE-Bindung an basophile 
Granulozyten und Mastzellen sowie an lösliche Immunglobuline untersucht. Es 
liegen noch keine Aussagen vor, ob die IPSE-Bindung in allen lymphatischen 
Geweben gleich ist.  
 
Dadurch ergibt sich folgende Fragestellung: 
1. Können B-Lymphozyten von Mäusen, die noch keinen Kontakt mit 
Schistosoma mansoni hatten, mit ihrem B-Zell-Rezeptor, d.h. mit ihrem 
membrangebundenen Immunglobulin, IPSE binden? 
2. Können IPSE-bindende Immunglobuline im Serum von Mäusen 
nachgewiesen werden, die noch keinen Kontakt mit Schistosoma mansoni 
hatten? 
3. Bindet IPSE als klassisches oder als Superantigen? 
a. Zeigen sich Unterschiede in der IPSE-Bindung durch die 
verschiedenen Mauslinien Wt, ∆-iD und ∆-RF2 in der FACS-
Analyse? 
b. Zeigen sich Unterschiede in der IPSE-Bindung durch die 
verschiedenen Mauslinien Wt, ∆-iD und ∆-RF2 im ELISA? 
4. Unterscheiden sich die B-Lymphozyten verschiedener G webe in ihrer 
Fähigkeit, IPSE zu binden?  
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 3. Material und Methoden 
 3.1 FACS (fluorescence activated cell sorter) 




Gerät Hersteller Name 
FACS-Gerät BD FACS-Calibur 




Utensil Hersteller Bezeichnung Spezifikation Cat.No. 
Falcon-
Röhrchen 





Sarstedt Falcon tube 15 mL, 120x17 
mm, PP 
62.554.502 









































Lysis-Puffer  10fach 
konzentriert 
8,02 g NH4Cl 
+ 1,01 g 
KHCO3 + 
0,037 g EDTA 










































































Material und Methoden         24 
 
 
 3.1.2 Untersuchungsmaterial 
Es wurden untersucht: Peritonealhöhlenzellen (PCL), Milzzellen und Zellen aus den 
Peyer-Plaques in der FACS-Analyse. Das Untersuchungsmaterial wurde drei 
verschiedenen Mauslinien entnommen: Balb/c Wildtypmäusen und den beiden in 
ihrem Antikörperrepertoire veränderten Mauslinien ∆-iD und ∆-rf2. Die 
Methodenetablierung wurde anhand von Balb/c Wildtypmäusen vorgenommen. Für 
die Datenerhebung wurden elf Wildtypmäuse, zehn ∆-iD und zehn ∆-RF2 Mäuse 
untersucht. Die Versuchstiere waren zwischen acht und zwölf Wochen alt.. Das 
Mindestalter war notwendig, damit das Immunsystem entwickelt war und naive B-
Zellen in normaler Zahl vorhanden waren. Bei einem Alter der Mäuse über zwölf 
Wochen treten vermehrt onkologische Erkrankungen des blutbildenden Systems 
auf, die mit Bildung monoklonaler Antikörper einherg hen können. Für die FACS-
Analyse wurden die Tiere nicht immunisiert. Sie wurden antigenarm gehalten.  
 
 3.1.3 Methoden 
 3.1.3.1 Materialgewinnung 
Die Tiere wurden durch Genickbruch getötet. Im Anschluss wurde die 
Organentnahme durchgeführt. Nach dem Tod wurden die Tier  mit Nadeln auf der 
Unterlage fixiert und die Bauchhaut mit Äthanol desinfiziert. Dann wurde die Haut 
vom parietalen Peritoneum gelöst. Nun erfolgte die Spülung der Peritonealhöhle mit 
8 mL MACS-Puffer mithilfe einer 10 mL Spritze. Ca. 6 - 7 mL davon konnten 
wieder entnommen werden. Die gewonnene Flüssigkeit wurde in einem Falcon-
Röhrchen auf Eis zwischengelagert.  Als nächstes wurde der Thoraxraum eröffnet 
und Blut mit einer Spritze aus dem rechten Herzen und der Vena cava inferior 
gewonnen. Danach wurde die Milz entnommen und der Darm auf Peyer-Plaques 
untersucht. Die Peyer-Plaques wurden herausgeschnitten, ohne die Darmwand zu 
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 3.1.3.2 Materialaufbereitung 
Das Blut wurde zentrifugiert und das Serum abpipettiert und tief gefroren (bei -20 
°C), um später für den ELISA verwendet zu werden. Die Milz und die Peyer-
Plaques wurden jeweils zerkleinert und mit einem Spritzenstempel  durch ein 100 
µm Sieb in ein 50 mL Falcon-Röhrchen gedrückt. Dabei wurde das Sieb mit 10 mL 
MACS-Puffer durchgespült. Die Peyer-Plaque-Zellsuspen ion wurde auf Eis 
zwischengelagert. 1 mL Lysispuffer wurde mit destilliertem Wasser auf 10 mL 
aufgefüllt. Die Milzzellsuspension wurde nun für 5 Minuten bei 1200 rpm und 5°C 
zentrifugiert und anschließend dekantiert. Der Bodensatz wurde für 3 Minuten mit 3 
mL des Lysispuffers bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 3 Minuten wurde die 
Suspension mit MACS-Puffer auf 30 mL aufgefüllt und so die Lysis beendet. 
Anschließend wurde wieder für 5 Minuten bei 1200 rpm und 5°C zentrifugiert und 
dekantiert. Die gewonnenen Zellen wurden dann in 10 mL MACS-Puffer 
suspendiert und auf Eis gestellt. 
 
 3.1.3.3 Herstellen einer identischen Zellkonzentra tion 
In den drei Zellsuspensionen (Peritonealhöhle, Milz, Peyer-Plaques) wurde mittels 
Zellzähler die Leukozytenkonzentration gemessen. Die absolute Zellzahl jeder 
Probe wurde berechnet. Anschließend wurden alle Proben auf ein Volumen 
gebracht, bei dem die Leukozytenkonzentration 6,7 x 108 / L betrug, da sich bei 
dieser Konzentration ein ideales Mischungsverhältnis zwischen 150 µl 
Zellsuspension und den Antikörpern ergab. Nun konnte  mit 150 µL jeweils ca. 
100000 Zellen entnommen werden, um vergleichbare Färbebedingungen zu 
erzeugen. 
 
 3.1.3.4 Herstellen der Verdünnungen 













































0,5 mg/mL 0,25 µL 100 µL 1:500 10-3 g/L 
Streptavidi
n-PE 
0,5 mg/mL 0,7 µL 350 µL 1:500 10-3 g/L 
Streptavidi
n-APC 




 3.1.3.5 Färbung  
Aufbringen der Zellen auf die 96-well Platte 
Es wurden jeweils 150 µL, also ca. 100000 Zellen aus der Zellsuspension 
entnommen und nach folgendem Schema auf die Platte pipettiert: 
 1 2 3 4 5 6 
A Milz Milz Milz Milz Milz Milz 
B Milz Milz Milz Milz Milz Milz 
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Dann wurde die Platte bei 1200 rpm und 5°C für 5 Minuten zentrifugiert und dann 
dekantiert. Die Zellen am Boden der Wells wurden nugefärbt. 
 
Inkubation mit IPSE-bio 
Zunächst wurde mit IPSE inkubiert und dann gewaschen. So sollte verhindert 
werden, dass IPSE an das Anti-CD19 und das Anti-IgM bindet. Anti-CD19 und 
Anti-IgM sind Rattenantikörper. Da IPSE sowohl an murine als auch an humane 
Antikörper bindet, war zu erwarten, dass auch eine Bi dung an die Rattenantikörper 
stattfindet. Wäre gleichzeitig mit IPSE, Anti-CD19 und Anti-IgM inkubiert worden, 
so hätte eine zusätzliche IPSE-Bindung durch Anti-CD19 und Anti-IgM zu einem 
zu hohen Anteil IPSE-bindender Zellen in der FACS-Analyse geführt. Darum sollte 
nach dem Waschen nur IPSE vorhanden sein, das an die Mausantikörper gebunden 
hat. Es wurden jeweils 20 µL des verdünnten IPSE-bio in folgende Wells IPSE 
gegeben: 
 
Die Zellen wurden 25 Minuten mit IPSE-bio auf Eis inkubiert. Nach 10 bis 15 
Minuten wurde 2-3-mal vorsichtig auf- und abpipettiert. Nach der Inkubation wurde 
mit 180 µL MACS-Puffer gewaschen durch Auf- und Abpipettieren. Anschließend 
wurden die Zellen bei 1200 rpm und 5°C für 5 Minuten zentrifugiert und dann 
dekantiert. 
 
Inkubation mit Sekundärantikörpern, Anti-Immunglobu linen und Anti-CD19 
Im nächsten Schritt wurden jeweils 20 µL der Sekundärantikörper SA-PE (bzw. 
SA-APC), Anti-Immunglobuline und Anti-CD19 in die jweiligen Wells gegeben. 




 1 2 3 4 5 6 
A Milz       
B Milz  IPSE IPSE IPSE IPSE IPSE 
C PCL   IPSE IPSE IPSE IPSE 
D Peyer-
Plaques 
  IPSE IPSE IPSE IPSE 
 





 1 2 3 4 5 6 
A Milz Zellen AntiCD1
9 
Anti-IgM Anti-IgG Anti-IgA Anti-IgE 














































































Die Wells A2 – A6 und B1 – B2 entsprechen den Einzelstainings. A1, C1 und D1 
sind ungefärbte Zellen. Nun wurden die Zellen für 25 Minuten auf Eis und unter 
Lichtabschluss mit den Antikörpern inkubiert. Nach 10 -15 Minuten wurde wieder 
auf- und abpipettiert. Nach den 25 Minuten wurde mit 180 µL MACS-Puffer 
gewaschen und anschießend bei 1200 rpm und 5°C für 5 Minuten zentrifugiert. 
Dann wurde dekantiert. 
 
Messung 
Die Zellen wurden in 150 µL MACS-Puffer resuspendiert und auf Eis zum FACS-
Gerät gebracht. Dort erfolgte die Messung am FACS Calibur der Firma BD. Die 
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Auswertung der Rohdaten erfolgte dann mithilfe des Programms WinMDI. Hierbei 
wurden zunächst der SSC gegen CD19 aufgetragen. In dieser Darstellung wurde 
dann ein gate für die CD19 positiven Zellen gelegt.  Dann wurde die Ansicht von 
FSC und SSC durch das CD19 gate gewählt. Hier wurde dann ein 
Lymphozytengate gelegt. Anschließend wurden gegeneina der aufgetragen: CD19 
gegen IgM (CD19/IgA, CD19/IgE, CD19/IgG), CD19 gegen IPSE und IgM gegen 
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 3.2 ELISA 
 3.2.1 Geräte, Utensilien, Chemikalien 
 
Chemikalien: 
Chemikalie Hersteller  Cat.No. 
PBS PAA  
BSA Sigma  A-3059 
Tween20 Merck  8221840500 
Ovalbumin Grad IV Sigma  A-2512 








Streptavidin-Peroxidase Calbiochem 189733 
POD-Substrat BM blue Roche 1484281 
H2SO4 Merck  
 
Utensilien: 
Utensil Hersteller Bezeichnung Cat.No. 
96 well Platte Nunc Nunc MaxiSorp  Nunc 442404 
 
 3.2.2 Untersuchungsmaterial 
Es wurde Serum der verschiedenen Mauslinien im ELISA untersucht. Das 
Untersuchungsmaterial wurde drei verschiedenen Mauslinien entnommen: Balb/c 
Wildtypmäusen und den beiden in ihrem Antikörperrepe toire veränderten 
Mauslinien ∆-iD und ∆-rf2. Für die Datenerhebung wurden zehn Wildtypmäuse, 
zehn ∆-iD und zehn ∆-rf2 Mäuse untersucht. Die Versuchstiere waren im Alter 
zwischen acht und zwölf Wochen, damit ihr Immunsystem entwickelt war, aber sie 
noch keine onkologischen Erkrankungen des blutbildenden Systems aufwiesen. Es 
wurden Mäuse nach zwei unterschiedlichen Protokollen s nsibilisiert und dann 
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untersucht. Nach Protokoll 1 wurden die Mäuse  zunächst nicht immunisiert. Nach 
der ersten Untersuchung wurden sie mit Ovalbumin sensibilisiert und dann ihr 
Serum erneut untersucht. In dieses Protokoll wurden 15 Tiere eingeschlossen. In 
Protokoll 2 wurden 36 Tiere eingeschlossen und in zwei Gruppen aufgeteilt. 13 
Mäusen wurde PBS intraperitoneal injiziert, 23 Mäusen wurde Ovalbumin injiziert. 
 
 3.2.3 Methoden 
 3.2.3.1 Materialgewinnung  und Sensibilisierung 
Um höhere Immunglobulinspiegel zu erzeugen, wurde ein T il der Mäuse (s. 3.2.2) 
mit Ovalbumin sensibilisiert. Im Versuchsprotokoll 1 wurde den Tieren zunächst 
Blut aus der unteren Schwanzvene entnommen. Dieses diente als Negativkontrolle. 
Dann erfolgte die intraperitoneale Sensibilisierung a  den Tagen 1, 14, 21 mit 200  
µL Ovalbumin Grad IV (50 µg/mL) plus ImjectAlum (7,5 mg/mL). An den Tagen 
26, 27, 28 erfolgte die inhalative Provokation mit Ovalbumin Grad V (1% Lösung) 
für 20 Minuten in der Verneblerkammer. Am Tag 29 wurde dann erneut Blut aus 
der Schwanzvene entnommen. Im Versuchsprotokoll 2 (Negativkontrolle) wurde im 
gleichen zeitlichen Ablauf den Mäusen nur das Adjuvans ImjectAlum (7,5 mg/mL) 
ohne Ovalbumin appliziert. Die anschließende inhalative Ovalbumingabe erfolgte 
entsprechend Protokoll 1. 
 
Abb. 4: Sensibilisierung nach Protokoll 1 
 
Sensibilisierung intraperitoneal mit Ovalbumin Challenge
Tag 1          14 21 26 27 28 29
Blutentnahme für ELISA Blutentnahme für ELISA
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Abb. 5: Sensibilisierung nach Protokoll 2 
 
 













Puffer Menge Verdünnen  Procedere 
Coating-Buffer: 0.1 
M NaHCO3 
8.4 g In 1 L Aqua dest. pH 9,5 
Verdünnungslösung 
für Proben: 3% 
BSA in PBS 




0.5 ml Tween20 ad 1.000 ml PBS Bis zu 3 Tagen 
bei + 4°C 
Sensibilisierung intraperitoneal mit Ovalbumin / PBS Challenge
Tag 1          14 21 26 27 28 29
Blutentnahme für ELISA
 











































   1:100  
Serumprobe 
für IgG1 




IgM / IgG1 
   1:200  
Streptavidin
-Peroxidase 
   1:10.000  
 
 3.2.3.3 Coating 
Am ersten Tag wurde die 96 Well–Platte direkt beschichtet. Hierfür wurde IPSE 
zunächst verdünnt auf eine Konzentration von 2 µg /mL. Hierfür mussten 185 µL 
IPSE mit 12 ml PBS – Puffer aufgefüllt werden. Danach wurde in jedes well 100 
µL des verdünnten IPSE gegeben. Das Ganze wurde über Nacht bei 4° C inkubiert. 
Am zweiten Tag wurden die Wells zunächst 3 - 4-mal it PBS-Tween gewaschen. 
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Dann wurde mit mindestens 150 µL PBS / 3% BSA pro Well geblockt. Danach 
wurde die Platte zwei Stunden bei Raumtemperatur auf dem Rüttler inkubiert. 
 
 3.2.3.4 Aufbringen der Standardreihen und des 
Mausserums 
Nun erfolgte das Auftragen der Standardreihen und der Serumproben der 
verschiedenen Mauslinien. Das Maus-Normalserum wurde in PBS / 3%BSA 
verdünnt, für das IgG1: 1:50 – 1:51.200, für das IgM: 1:20 – 1:20 – 1:20.48 . In den 
ersten beiden Reihen der Platte wurden die je 100 µL des Maus-Normalserums  zur 
Doppelbestimmung aufgetragen, in Feld 11 und 12 (s.Abb.) nur 
Verdünnungslösung zur Leerwertbestimmung. Als nächstes wurden die 
Serumproben aufgetaut und mit PBS/3%BSA verdünnt, IgM 1:100 und IgG1 
1:1000. Pro Tier wurden jeweils 100 µL / Well in 2 Wells zur Doppelbestimmung 
aufgetragen. Dann erfolgte eine Inkubation über Nacht bei 4° C oder für eine 
Stunde bei Raumtemperatur. 
 
Folgende Tabelle zeigt die Verteilung der Standardreihen und Serumproben mit 
Mauslinie und Nummer: 
  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
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 3.2.3.5 Aufbringen der Sekundär- und Tertiärantikö rper 
Am dritten Tag wurden die Wells fünfmal mit PBS-Tween gewaschen. Danach 
wurde der Sekundärantikörper, biotinyliertes anti-murines Immunglobulin, 
aufgebracht. Je nachdem, ob IgM oder IgG1 nachgewiesen werden sollte, wurde 
anti-IgM oder anti-IgG1 in separaten Versuchen aufgetragen. Hierfür wurden von 
der Verdünnungslösung (anti-Ig 1:200, 60 µL auf 12 mL 12 ml PBS / 3% BSA) 
jeweils 100 µL in jedes well gegeben. Dann wurde für eine Stunde bei 
Raumtemperatur inkubiert. Es folgte eine fünfmalige Waschung mit PBS-Tween. 
Daraufhin wurde der Tertiärantikörper, Streptavidin-Peroxidase, in Verdünnung 
1:10000 (in PBS / 3% BSA) hinzugegeben. Dann erfolgte die Inkubation für 30 
Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur. Anschließend wurde siebenmal mit 
PBS-Tween gewaschen. 
 
 3.2.3.6 Entwickeln, Stoppen und Messen 
Als nächstes wurde je 100 µl POD-Substrat BM blue zm Entwickeln auf jedes 
Well gegeben und das ganze für 5 – 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 
Sobald ein Unterschied zwischen niedrigstem Standard und Leerwert erkennbar 
war, wurde die Reaktion gestoppt. Hierfür wurden auf jedes well 50 µL 
Schwefelsäure gegeben. Dann erfolgte die Messung der A sorption innerhalb von 
30 Minuten am Photometer bei 450 nm gegen eine Referenzwellenlänge von 570 
nm. Die Konzentrationen der Serumproben wurden computergestützt anhand 
mitgeführter Standardkurven ermittelt. 
 
 3.2.3.7 Bestimmung des Gesamtgehalts an 
Immunglobulinen 
Zunächst wurde der Primärantikörper (anti-Maus IgM, 0.5 mg/ml, [BD 553435]) 
bzw. (anti-Maus IgG1, 0.5 mg/ml, [BD 553445]) 1:250 in Coating-Buffer verdünnt  
[Zielkonzentration ist 2 µg/ml]. Davon wurden je100 µl in jedes Well der Platte 
pipettiert und das Ganze bei +4°C über Nacht inkubiert. Am nächsten Tag wurde 
mit PBS-Tween 3 - 4 mal gewaschen und mit 150 µL PBS / 3% BSA pro Well 
geblockt. Es folgten 2 Stunden Inkubation bei Raumtemperatur. Als nächstes 
wurden die Standardreihen aufgetragen. Der IgM Standard lag in der Konzentration 
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500 µg/mL vor und wurde um den Faktor 1:1.000 auf die Zielkonzentration 500 
ng/mL mit PBS / 3% BSA verdünnt. Der IgG1 Standard lag ebenfalls als 500 
µg/mL und wurde um den Faktor 1:2.000 auf 250 ng/mL verdünnt. Danach wurden 
die Verdünnungsreihen hergestellt. In das erste Röhrchen wurde 900 µL der 500 
ng/mL IgM (bzw. 400 µL der 250 ng/mL IgG1) Lösung gegeben, in alle folgenden 
Röhrchen 300 µL des PBS / 3% BSA. Es wurden jeweils 300 µL aus dem Röhrchen 
genommen und mit dem nächsten Röhrchen vermischt. So ergaben sich folgende 
Verdünnungsreihen: IgM: 500, 250, 125, 62.5, 31.2, 5.6 etc. ng/mL. IgG1: 250, 
125, 62.5, 31.2, 15.6 etc. ng/mL 
Die Standardreihen wurden in den beiden ersten Reihen der Elisa-Platte 
(Doppelbestimmung) auftragen (100 µl pro Well); die Felder 11 und 12 wurden nur 
mit Verdünnungslösung beschickt (Blank/Leerwert).  
Die Serumproben wurden verdünnt (nicht-immunisierte Ti re 1:10; immunisierte 
Mäuse 1:10.000/1:100.000) und je 100 µl pro Well auftr gen, davon pro Tier 
jeweils zwei identische Wells für Doppelbestimmung. Dann erfolgte die Inkubation 
über Nacht bei +4°C. Am dritten Tag wurde fünfmal mit PBS-Tween gewaschen. 
Dann erfolgte das Markieren mit dem zweiten Antikörper, biotinyliertes anti-
murines IgM 1:200 (bzw. IgG1). Davon wurden in jedes Well 100 µL gegeben und 
für 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurde gewaschen. Als nächstes 
wurden je 100 µL des dritten Antikörpers Streptavidin-Peroxidasekonjugat in der 
Verdünnung 1 : 10.000 in jedes Well gegeben und 30 Minuten bei Raumtemperatur 
im Dunkeln inkubiert. Dann wurde wiederum gewaschen. Es wurde mit je 100 µL 
POD-Substrat BM blue pro Well entwickelt. Hierfür wurde 7 Minuten bei 
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Die Reaktion wurde gestoppt, sobald 
zwischen niedrigstem Standard und Leerwert ein Unterschied zu erkennen war. 
Hierzu wurden 50 µL H2SO4 in jedes Well gegeben. 
Die Messung erfolgte  maximal innerhalb 30 Minuten am Photometer bei 450 nm 
gegen 570 nm. Bei der Auswertung wurde die optische Dichte der IPSE-bindenden 
Immunglobuline in Beziehung gesetzt zum Gesamtgehalt an Immunglobulinen. Die 
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 4. Ergebnisse 
 4.1 FACS 
 4.1.1 Übersicht 
In der FACS-Analyse zeigten zahlreiche Zellen eine IPSE-Bindung. Ein Teil der 
IPSE-bindenden Zellen war zugleich CD19 positiv und konnte somit als B-Zellen 
identifiziert werden. Die übrigen IPSE-bindenden Zelltypen befanden sich wie 
erwartet im Forward/Sideward Scatter in der Region der Monozyten, Mastzellen 
und Makrophagen sowie des Zelldetritus und wurden hi r nicht weiter analysiert. 
Für die CD19 und IgM-positiven Zellen ließ sich eindeutig eine IPSE-Bindung 
nachweisen, die quantifiziert werden konnte. Auch für die IgA, IgE und IgG 
positiven Zellen zeigte sich qualitativ eine IPSE-Bindung. Aufgrund der 
erwartungsgemäß sehr geringen Anzahl IgG-, IgA- undIgE-positiver Zellen war 
eine Quantifizierung der IPSE-bindender Zellen mittels FACS Analyse in diesen 
Zellpopulationen nicht möglich . 
 
Exemplarische FACS-Analyse am Beispiel der Peyer-Plaques zeigt die Abbildung 
6. 
 
Wildtyp:     
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Eine IPSE-Bindung zeigte sich bei allen Mauslinien u d allen untersuchten 
Geweben. Die Einzelwerte für die Mauslinien und Gewebe der CD19 und IgM 
positiven Zellen finden sich in Tabelle Punkt 7.1 im Anhang. Da die Werte 
normalverteilt waren, wurden zur grafischen Darstellung der Mittelwert und die 
Standardabweichung bestimmt. Außerdem wurde zur Signifikanzberechnung der T-
Test durchgeführt.  
 
 4.1.2 Verschiedene Gewebe 
In allen drei Geweben waren die Zellen in der Lage, IPSE zu binden. Allerdings 
waren im Durchschnitt nur ca. 2 – 5 % der CD19 und IgM positiven Zellen fähig, 
IPSE zu binden.  
 
4.1.2.1 Wildtypmäuse 
Es wurden elf Wildtypmäuse untersucht. Die PCL einer Maus konnte aus 
technischen Gründen nicht verwendet werden. Die Tabelle 1 zeigt den  Mittelwert 
des Anteils IPSE-bindender Zellen in verschiedenen G weben der Wildtypmäuse. 
 
Tab. 1: Anteil IPSE-bindender Zellen bei Wildtypmäusen 
Gewebe Anteil IPSE positiver an 
CD19 positiven Zellen 
Anteil IPSE positiver an 
CD19 und IgM positiven 
Zellen 
Milz 3,4 % 5,4 % 
PCL 3,6 % 4,8 % 











Abb. 7: Anteil IPSE-bindender Zellen in Prozent für Wildtypmäuse, Mittelwerte und 
Standardabweichung. Signifikante Unterschiede sind wie folgt gekennzeichnet:  
p<0.05  * ; P<0.01  **  ; P<0.001  ***  
 
In Abbildung 7 sieht man, dass in der Milz und in Peritonealzellen ein größerer Teil 
der C19 positiven und CD19 und IgM positiven Zellen IPSE bindet als in den 
Peyer-Plaques. Beim Vergleich von Milz mit Peyer-Plaques ergibt für die CD19 
positiven und IgM positiven Zellen ein signifikanter Unterschied für ein 
Signifikanzniveau von  < 0,01. Auch beim Vergleich von PCL mit Peyer-Plaques 
ergibt sich ein signifikanter Unterschied. Die Ergebnisse des Signifikanztests zeigt 
Tabelle 2: 
 
 Tab. 2: T-Test für den Vergleich der IPSE-Bindung verschiedener Gewebe der Wildtypmäuse 
Wildtyp CD19 positiv CD19 + IgM positiv 
Milz / PCL 0,68 (nicht signifikant) 0,48 (nicht signifikant) 
Milz / Peyer-Plaques 3 x 10-5 10-4 



























4.1.2.2 ∆-iD Mäuse 
 
Bei den ∆-iD Mäusen wurden zehn Tiere untersucht. Hier konnte  die Daten einer 
Maus jedoch nicht erhoben werden, so dass die Fallzahl neun beträgt. Tabelle 3 
zeigt die Mittelwerte des Anteils IPSE-bindender Zellen in verschiedenen Geweben 
der ∆-iD Mäuse. 
 
 Tab. 3: Anteil IPSE-bindender Zellen bei ∆-iD Mäusen 
Gewebe Anteil IPSE positiver an 
CD19 positiven 
Anteil IPSE positiver an 
CD19 und IgM positiven 
Milz 2,6 % 3,3 % 
PCL 3,4 % 3,5 % 




Abb. 8: Anteil IPSE-bindender Zellen in Prozent für ∆-iD Mäuse, Mittelwerte und 
Standardabweichung. Signifikante Unterschiede sind wie folgt gekennzeichnet: 







B- Ig B-Zellen                                         IgM 





Ergebnisse           42 
 
 
In Abbildung 8 sieht man, dass in der Milz und Peritonealzellen ein größerer Teil 
der C19 positiven und CD19 und IgM positiven Zellen IPSE bindet als in den 
Peyer-Plaques. Beim Vergleich von Milz mit Peyer-Plaques ergibt für die CD19 
positiven und IgM positiven Zellen ein signifikanter Unterschied. Beim Vergleich 
von PCL mit Peyer-Plaques ergibt sich kein signifikanter Unterschied. Dies kann 
jedoch auch auf die große Varianz der PCL-Werte zurückgeführt werden. 
Die Ergebnisse des Signifikanztests zeigt Tabelle 4. 
 
 Tab. 4: T-Test für den Vergleich der IPSE-Bindung verschiedener Gewebe der ∆-iD Mäuse 
∆-iD CD19 positiv CD19 + IgM positiv 
Milz / PCL 0,53 0,88 
Milz / Peyer-Plaques 0,002 0,02 
PCL / Peyer-Plaques 0,06 0,19 
 
 
4.1.2.3 ∆-RF2 Mäuse 
Bei den ∆-RF2 Mäusen wurden zehn Tiere untersucht. Tabelle 5 zeigt den 
Mittelwert des Anteils IPSE-bindender Zellen in verschiedenen Geweben der ∆-
RF2 Mäuse. 
 
 Tab. 5: Anteil IPSE-bindender Zellen bei ∆-RF2 Mäusen 
Gewebe Anteil IPSE positiver an 
CD19 positiven 
Anteil IPSE positiver an 
CD19 und IgM positiven 
Milz 3,1 % 4,1 % 
PCL 3,1 % 3,6 % 













Abb. 9: Anteil IPSE-bindender Zellen in Prozent für ∆-RF2  Mäuse, Mittelwerte und 
Standardabweichung. Signifikante Unterschiede sind wie folgt gekennzeichnet:  
pY0.05  * ; P<0.01  **  ; P<0.001  ***  
  
In Abbildung 9 sieht man, dass die CD19 und IgM positiven Zellen aller Gewebe in 
nahezu gleichem Maß IPSE binden können. Für den Vergleich Milz mit Peyer-
Plaques ergibt sich für IgM positive Zellen ein signifikanter Unterschied. Die 
Ergebnisse des Signifikanztests zeigt Tabelle 6. 
 
 Tab. 6: T-Test für den Vergleich der IPSE-Bindung verschiedener Gewebe der ∆-RF2 Mäuse 
∆-RF2 CD19 positiv CD19 + IgM positiv 
Milz / PCL 0,95 0,53 
Milz / Peyer-Plaques 0,22 0,03 


















       B-Zellen                                     IgM                              
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Als Zusammenfassung aller drei Mauslinien lässt sich agen, dass die Zellen der 
Milz und PCL eine höhere IPSE-Bindung aufweisen als die Zellen der Peyer-
Plaques. Allerdings ergibt sich im T-Test nur für die Wildtyptiere ein eindeutig 
signifikanter Unterschied für alle Vergleiche mit den Peyer-Plaques. Für ∆-iD und 
∆-RF2 Mäuse ist der Unterschied zwar optisch erkennbar doch nicht immer 
signifikant.  
 
 4.1.3 Verschiedene Mauslinien 
 
Alle drei Mauslinien waren in der Lage, IPSE zu binde . Allerdings waren im 





Tabelle 7 zeigt den Mittelwert des Anteils IPSE-binde der Zellen in der Milz der 
verschiedenen Mauslinien.  
 
 Tab. 7: Anteil IPSE-bindender Zellen in der Milz 
Milz Anteil IPSE positiver an 
CD19 positiven 
Anteil IPSE positiver an 
CD19 und IgM positiven 
Wildtyp 3,1 % 4,1 % 
∆-iD 2,6 % 3,3 % 





















Abb. 10: Anteil IPSE-bindender Zellen in Prozent für die Milz, Mittelwerte und 
Standardabweichung. Signifikante Unterschiede sind wie folgt gekennzeichnet:  
pY0.05  * ; P<0.01  **  ; P<0.001  ***  
 
In Abbildung 10 erkennt man, dass der Anteil IPSE-bindender Zellen in der Milz 
für alle drei Mauslinien ähnlich groß ist. Für die IgM positiven Zellen ergibt sich 
ein signifikanter Unterschied zwischen Wildtyp und ∆-iD.  
 
Die Ergebnisse des Signifikanztests sieht man in Tabelle 8. 
 
 Tab. 8: T-Test für den Vergleich der IPSE-Bindung verschiedener Mauslinien für Milzlymphozyten 
Milz CD19 positiv CD19 + IgM positiv 
Wildtyp / ∆-iD 0,12 0,012 
Wildtyp / ∆-RF2 0,59 0,08 



























Tabelle 9 zeigt den Mittelwert des Anteils IPSE-binde der Zellen der PCL der 
verschiedenen Mauslinien.  
 
 Tab. 9: Anteil IPSE-bindender Zellen der PCL 
PCL Anteil IPSE positiver an 
CD19 positiven 
Anteil IPSE positiver an 
CD19 und IgM positiven 
Wildtyp 3,6 % 4,8 % 
∆-iD 3,4 % 3,5 % 





Abb. 11: Anteil IPSE-bindender Zellen in Prozent für PCL, Mittelwerte und Standardabweichung. 
Signifikante Unterschiede sind wie folgt gekennzeichnet:  
pY0.05  * ; P<0.01  **  ; P<0.001  ***  
 
Für die PCL ergibt sich kein signifikanter Unterschied zwischen den verschiedenen 
Mauslinien. 
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 Tab. 10: T-Test für den Vergleich der IPSE-Bindung verschiedener Mauslinien für PCL 
PCL CD19 positiv CD19 + IgM positiv 
Wildtyp / ∆-iD 0,86 0,43 
Wildtyp / ∆-RF2 0,45 0,29 
∆-iD / ∆-RF2 0,81 0,96 
 
4.1.3.3 Peyer-Plaques 
Tabelle 11 zeigt den Mittelwert des Anteils IPSE-bindender Zellen der PCL der 
verschiedenen Mauslinien.  
 
 Tab. 11: Anteil IPSE-bindender Zellen der Peyer-Plaques 
Peyer-Plaques Anteil IPSE positiver an 
CD19 positiven 
Anteil IPSE positiver an 
CD19 und IgM positiven 
Wildtyp 3,6 % 4,8 % 
∆-iD 3,4 % 3,5 % 





Abb. 12: Anteil IPSE-bindender Zellen in Prozent für die Peyer-Plaques, Mittelwerte und 
Standardabweichung. Signifikante Unterschiede sind wie folgt gekennzeichnet:  
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Die Ergebnisse des Signifikanztests sieht man in Tabelle 12. 
 
 Tab. 12: T-Test für den Vergleich der IPSE-Bindung verschiedener Mauslinien für Peyer-Plaques 
Peyer-Plaques CD19 positiv CD19 + IgM positiv 
Wildtyp / ∆-iD 0,21 0,24 
Wildtyp / ∆-RF2 0,10 0,49 
∆-iD / ∆-RF2 0,05 0,16 
 
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass bei keinem der Gewebe ein 
signifikanter Unterschied zwischen den verschiedenen Mauslinien im Anteil IPSE-
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 4.2 ELISA 
 4.2.1 Übersicht 
Im nativen Antikörper-Repertoire finden sich IPSE-bindende Immunglobuline.  
Für IgM und IgG1 lässt sich im ELISA eine IPSE-Bindung nachweisen. 
Auch nach Sensibilisierung mit Ovalbumin zeigen sich IPSE-bindende Antikörper. 
 
 4.2.2 IgM 
Es lässt sich vor und nach Sensibilisierung IPSE-bindendes IgM nachweisen. 
Dabei ist die absolute Konzentration an IPSE-bindendem IgM abzugrenzen vom 
relativen Anteil am Gesamt IgM 
 
4.2.2.1 Absolute Optische Dichte (OD) IPSE-bindender IgM 
Tabelle 13 zeigt Mittelwert (MW) und Standardabweichung (SD) der optischen 
Dichte (OD) für die verschiedenen Mauslinien vor und nach Sensibilisierung nach 
Protokoll 1. 
 
 Tab. 13: Mittelwert und Standardabweichung der optischen Dichte vor und nach Sensibilisierung 
nach Protokoll 1für IgM 
vor Sensibilisierung: MW OD SD OD 
Wt 2,380 1,026 
∆-iD 0,533 0,079 
∆-RF2 0,771 0,240 
nach Sensibilisierung: MW OD SD OD 
Wt 2,371 0,793 
∆-iD 0,937 0,248 
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4.2.2.2 Relative Optische Dichte (OD) IPSE-bindender IgM im Verhältnis zu 
Gesamt IgM     
Die ∆-RF2 und ∆-iD Mäuse zeigen insgesamt erniedrigte IgM-Spiegel im Vergleich 
zu Wildtyp Mäusen. Darum ist der Quotient (Q) aus IPSE-bindendem IgM und 
Gesamt IgM aussagekräftiger als die absoluten Werte. Tabelle 14 zeigt den 
Mittelwert und die Standardabweichung für diesen Quotienten vor und nach 
Sensibilisierung x 1.000. 
 
 Tab. 14: Mittelwert und Standardabweichung der relativen optischen Dichte x 1000 vor und nach 
Sensibilisierung nach Protokoll 1für IgM 
Vor Sensibilisierung: MW-Q SD-Q 
Wt 3,84 1,4110 
∆-iD 2,99 0,5355 
∆-RF2 3,82 1,4238 
Nach Sensibilisierung: MW OD SD OD 
Wt 1,444 0,3433 
∆-iD 0,750 0,1215 
∆-RF2 1,124 0,2736 
 
 
Da die IgM-Spiegel vor Sensibilisierung niedriger sind, ergibt sich eine höhere 
Fehleranfälligkeit. Je niedriger der Gesamt-IgM-Spiegel, desto stärker fallen 
einzelne Ausreißer ins Gewicht. Darum sind in Abbildung 13 Mittelwert und 
Standardabweichung für Tiere nach Sensibilisierung dar estellt. 
 
 
























Abb. 13: IPSE-IgM/Gesamt-IgM-Quotient 
 
Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwischen den verschiedenen 
Mauslinien. Die Ergebnisse des Signifikanztests (T-Test) sieht man in Tabelle 15. 
 
 Tab. 15: T-Test für den Vergleich des IPSE-IgM/Gesamt-IgM-Quotienten verschiedener 
Mauslinien 
Wt vs. ∆-iD 0,3844 
∆-iD vs. ∆-RF2 0,3997 
Wt vs. ∆-RF2 0,9849 
  
 4.2.3 IgG1 
Es lässt sich vor und nach Sensibilisierung IPSE-binden IgG1 nachweisen. Auch 
hier ist die absolute Konzentration an IPSE-bindendem IgG1 abzugrenzen vom 
relativen Anteil am Gesamt IgG1. 
 
4.2.2.1 Absolute OD IPSE-bindender IgG1 
Tabelle 16 zeigt Mittelwert (MW) und Standardabweichung (SD) der optischen 
Dichte (OD) für die verschiedenen Mauslinien für das Sensibilisierungsprotokoll 1. 
 
Wt                                   ∆-iD                                 ∆-RF2                              
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 Tab. 16: Mittelwert und Standardabweichung der optischen Dichte vor und nach Sensibilisierung 
nach Sensibilisierungsprotokoll 1 für IgG1 
Vor Sensibilisierung: MW OD SD OD 
Wt 0,362 0,158 
∆-iD 0,124 0,065 
∆-RF2 0,493 0,532 
Nach Sensibilisierung: MW OD SD OD 
Wt 3,500 0,000 
∆-iD 1,962 0,775 
∆-RF2 2,831 0,901 
 
Tabelle 17 zeigt denselben Zusammenhang für Tiere mit Sensibilisierungsprotokoll 
2.  
 
 Tab. 17: Mittelwert und Standardabweichung der optischen Dichte vor und nach Sensibilisierung 
nach Sensibilisierungsprotokoll 2 für IgG1 
Sensibilisierung mit PBS: MW OD SD OD 
Wt 0,182 0,139 
∆-iD 0,035 0,016 
∆-RF2 0,275 0,097 
Sensibilisierung mit OVA: MW OD SD OD 
Wt 1,081 0,867 
∆-iD 0,518 0,486 
∆-RF2 1,056 1,097 
 
 
4.2.2.2 Relative Optische Dichte (OD) IPSE-bindender IgG 1 im Verhältnis zu 
Gesamt IgG1 
Die ∆-RF2 und ∆-iD Mäuse zeigen insgesamt erniedrigte IgG1-Spiegel im 
Vergleich zu Wildtyp Mäusen. Darum ist der Quotient (Q) aus IPSE-bindendem 
IgG1 und Gesamt IgG1 aussagekräftiger als die absoluten Werte. Tabelle 18 zeigt 
den Quotienten aus IPSE-bindender IgG1 und Gesamt IgG1 x 1.000.000.  Die Tiere 
wurden zu gleichen Teilen nach Protokoll 1 und 2 sensibilisiert. 
 
 




 Tab. 18: Mittelwert und Standardabweichung der relaiven optischen Dichte vor und nach 
Sensibilisierung für IgG1 
 Ohne Sensibilisierung OVA 
Wt 111,6 17,2 
∆-iD 35,0 20,0 
∆-RF2 113,2 23,4 
 
 
Da die IgG1-Spiegel vor Sensibilisierung niedriger sind, ergibt sich eine höhere 
Fehleranfälligkeit. Je niedriger der Gesamt-IgG1-Spiegel, desto stärker fallen 
einzelne Ausreißer ins Gewicht. Darum sind in Abbildung 14 Mittelwert und 





































Abb. 14: IPSE-IgG1/Gesamt-IgG1-Quotient 
 
Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwischen den verschiedenen 
Mauslinien. Die Ergebnisse des Signifikanztests (T-Test) sieht man in Tabelle 19: 
 
 
       Wt                           ∆-RF2                      ∆-iD           
 
 




Tab. 19: T-Test für den Vergleich des IPSE-IgG1/ esamt-IgG1-Quotienten verschiedener 
Mauslinien 
Wt vs. ∆-RF2 0,34 
Wt vs. ∆-iD 0,64 
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 5. Diskussion 
 5.1  Kritische Betrachtung des murinen Modells 
Die FACS-Analyse und der Serum-ELISA wurden an Mäusen durchgeführt. IPSE 
kann an Immunglobuline des Menschen und der Maus binden. Dadurch kann es 
Mastzellen beider Spezies zur Degranulation bringen, wodurch IL-4 freigesetzt 
wird (Schramm et al. 2003). Darum ist die Wirkung des IPSE bei Mensch und
Maus vergleichbar. Unterschiede findet man im weiter n Verlauf. Durch IL-4 wird 
eine TH2-Reaktion induziert. Beim Menschen führt dies unter anderem zur 
Produktion von IgE und IgG4. Bei der Maus wird dagegen IgE und IgG1 sezerniert 
(Corry et al. 1999;  Busse et al. 2001; Janeway et al. 2005). Dies sollte jedoch 
keinen Einfluss auf die Frage haben, wie IPSE an Immunglobulinen bindet. Die 
Bindung an Antikörper sollte bei Maus und Mensch gleich verlaufen, da 
Ähnlichkeiten sowohl in der CDR-H3-Region als auch in den VH-Familien 
existieren (Zemlin et al. 2003). Bei beiden Spezies dominieren Tyrosin, Glycin und 
Serin in den CDR-H3-Regionen. Allerdings gibt es auch Unterschiede in der 
Zusammensetzung der humanen und murinen CDR-H3-Region n. Die 
menschlichen CDR-H3-Regionen sind durchschnittlich 3-4 Aminosäuren länger 
und besitzen daher eine größere Diversität. Man findet häufiger als in der Maus 
Disulfidbrücken zwischen Cysteinresten, die in der K imbahn programmiert sind 
und Wasserstoffbrücken zwischen Prolinresten, die während der somatischen 
Rekombination entstehen. In Mäusen findet sich ein r lativ uniformes Repertoire 
mit an Tyrosin reichen CDR-H3 Schleifen und Wasserstoffbrückenbindungen 
(Zemlin et al. 2003). 
Trotz dieser Unterschiede sind beide Spezies fähig, sehr ähnliche Antigene zu 
erkennen und mittels Affinitätsreifung hochaffine Antikörper zu produzieren. 
Darum sollte es beiden möglich sein, klassischerweise Antigene zu binden, indem 
sie Immunglobuline mit der passenden CDR-H3-Region selektionieren. Falls IPSE 
also als klassisches Antigen bindet, so wäre dieses Ergebnis von der Maus auf den 
Menschen übertragbar. Für die Bindung als Superantige  sind die VH-Familien 
entscheidend (Pascual et al. 1992, Adderson et al. 1993, Berberian et al. 1993, 
Ikematsu et al. 1993, Newkirk et al. 1993, Domiati-Saad et al. 1996, reviewed in: 
Silverman 1992; Marone t al. 2006). Hier gibt es eine  eindeutige Verwandtschaft 
zwischen humanen und murinen VH-Familien. Beim Menschen gibt es sieben VH-
 
Diskussion           56 
 
 
Familien: VH1 bis VH7. Bei der Maus unterscheidet man 15 Untergruppen und acht 
Sets. Die Sets entsprechen dabei den humanen VH-Familien. Den menschlichen 
Familien VH3 und VH4 entsprechen jeweils zwei verwandte Sets bei Mäusen. Die 
Sets VH3a und VH3b sowie VH4a und VH4b ähneln sich dabei untereinander mehr 
als anderen murinen Sets. VH1, VH2 und VH7 haben jeweils eine Entsprechung. VH5 
und VH6 haben keine Entsprechung bei den murinen VH-Familien. Ebenso wenig 
gibt es ein humanes Pendant zur murinen VH8-Sets. Diese Familien, die keine 
Verwandtschaft zueinander aufweisen, enthalten jeweils nur ein oder zwei 
Sequenzen. Diese Familien spielen also eine untergeordn te Rolle (de Bono et al. 
2004).  
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass es zwar Unterschiede zwischen 
menschlichen und murinen Immunglobulinen gibt, aufgrund der großen 
Verwandtschaft zwischen den Prinzipien der Immunglobulin-Repertoires und der 
Antigen-Erkennung sind jedoch die Ergebnisse zur IPSE-Bindung von der Maus 
auf den Menschen übertragbar. 
 
 5.2 IPSE-bindende B-Lymphozyten verschiedener 
Mauslinien 
Es konnte eine IPSE-Bindung für naive, CD19 positive B-Lymphozyten in allen 
untersuchten Mauslinien nachgewiesen werden. Der quantitative Nachweis war 
jedoch nur für IgM positive, CD19 positive Lymphozyten möglich. Aufgrund der 
geringen Zahl von IgA-, IgE- und IgG-positiven B-Lymphozyten war hier die 
quantitative Analyse unmöglich. Durchschnittlich binden 2,7 % aller naiven, CD19-
positiven B-Lymphozyten IPSE. Für die CD19 und IgM positiven Zellen beträgt 
der Wert 3,4 %.  Es binden also ca. 3 % der naiven B-Lymphozyten IPSE. Dabei 
zeigt sich kein wesentlicher Unterschied in der IPSE-Bindungsfähigkeit der 
verschiedenen Mauslinien. Lediglich zwischen den CD19-positiven Zellen der Milz 
gibt es zwischen ∆-iD und Wildtyp Mäusen einen signifikanten Unterschied. Es 
wurden 18 Vergleiche der Mauslinien in unterschiedlichen Geweben durchgeführt. 
Insgesamt deuten die Daten darauf hin, dass sich die IPSE-Bindungsfähigkeit der 
Lymphozyten der Wildtyp, ∆-iD und ∆-RF2 Mäuse nicht unterscheidet. Dies 
spricht dafür, dass IPSE ein Superantigen ist. 
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Die Superantigenbindung wird durch Daten unterstützt, die von Schramm et al. 
2007 erhoben wurden. IPSE bindet an IgE und Mastzellen und bringt diese zur 
Degranulation. Dies geschieht bereits beim ersten Antigenkontakt. Dies legt die 
Vermutung nahe, dass IPSE antigenunabhängig an IgE bindet. Es konnte auch eine 
Bindung IPSEs an IgG nachgewiesen werden (Schramm et al. 2007). Ein weiteres 
Argument für die Superantigenbindung IPSEs ist, dass 2,7 % der naiven B-
Lymphozyten IPSE binden. Es bestand vorher kein Kontakt zum Antigen. Darum 
würde man bei klassischer Antigenbindung erwarten, dass ein viel geringerer Teil 
der B-Lymphozyten IPSE bindet. Bei Mäusen gibt es acht VH-Sets (de Bono et al. 
2004). 3 % kann damit dem Anteil eines VH-Sets der Maus entsprechen. Die 
Wildtyp, ∆-iD und ∆-RF2 Mäuse unterscheiden sich nicht in ihren VH-Sets sondern 
lediglich in ihrer CDR-H3-Region (Ippolito et al. 2003; Zemlin et al. 2008, 
Schelonka et al, 2008). Bei einer Superantigenbindung würde man also bei allen 
drei Mauslinien denselben Anteil an bindenden Zellen erwarten, der dem des 
bindenden VH-Sets entspricht. Hierzu passt die IPSE-Bindung von 3% durch die B-
Lymphozyten der Wildtyp, ∆-iD und ∆-RF2 Mäuse.  
 
 5.3 IPSE-bindende Immunglobuline  
Im ELISA konnte eine IPSE-Bindung durch IgM und IgG1 nachgewiesen werden. 
Dies korreliert mit Daten, dass alle Isotypen IPSE binden können (Schramm et al. 
2007; Blindow et al., unveröffentlicht). Um ausreichende Mengen der 
Immunglobuline zu erhalten, wurden die Tiere mit Ovalbumin immunisiert. IgM 
und IgG kommen in großen Mengen im Serum vor. IgE ist dagegen nur in geringen 
Mengen im Serum vorhanden. Der größte Anteil ist auf Mastzellen und Basophilen 
gebunden (Janeway et al. 2005). Das IgG1 ist von besonderem Interesse, da es bei 
Mäusen bei TH2-Reaktion neben dem IgE erhöht ist (Corry und Kheradmand 1999;  
Busse und Lemanske Jr. 2001). Es ließ sich kein sigifikanter Unterschied in der 
IPSE-Bindung durch die Immunglobuline der verschiedenen Mauslinien 
nachweisen. In der FACS-Analyse zeigte sich kein Unterschied in der IPSE-
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 5.4 IPSE-bindende B-Lymphozyten verschiedener 
Gewebe 
Beim Vergleich von B-Lymphozyten der Milz, der Peritonealhöhle und der Peyer-
Plaques zeigte sich, dass die Lymphozyten der Peyer-Plaques weniger IPSE-
bindende Zellen besitzen als die der Milz und Peritonealhöhle. Bei ∆-iD und ∆-RF2 
Mäusen war dieser Unterschied nur teilweise signifikant. Doch er war für alle drei 
Mauslinien ein gleichgerichteter Trend zu erkennen. Die IPSE-bindenden B-
Lymphozyten finden sich folglich mit einem geringeren Anteil in den Peyer-
Plaques des Darms. IPSE selbst wird als Bestandteil d s Antigens der 
Schistosomeneier SmEA vor allem in der Leber gefunden, wo die Eiablage erfolgt. 
In den Mesenterialvenen finden sich dagegen die adulten Würmer. Letztere 
induzieren eine moderate TH1-Reaktion. Die für die Krankheitsbekämpfung 
essenzielle TH2-Reaktion wird dagegen durch IPSE ausgelöst (Pearce et al. 2002; 
Stadecker et al. 2004; Schramm et al. 2003).  
IPSE als Superantigen ermöglicht eine frühe TH2-Antwort, ohne vorherigen 
Antigenkontakt. Dadurch kann die Schistosoma mansoni Infektion schneller 
bekämpft werden. Dazu müssen sich die IPSE-bindenden Zellen dort befinden, wo 
der Kontakt mit IPSE erfolgt, also die Eiablage erfolgt. Dies ist in der Leber der 
Fall. In den Mesenterialvenen befinden sich nur wenig  Eier, dafür aber der adulte 
Wurm. Die Eier werden über das Blut fortgeschwemmt. Der Nutzen IPSE-
bindender B-Lymphozyten in den Peyer-Plaques ist dehalb beschränkt. Es stellt 
sich allerdings die Frage, ob es dem Immunsystem möglich ist, eine 
dementsprechende Selektion der B-Lymphozyten durchzfü ren. Die einzelnen VH-
Familien stellen jeweils einen bestimmten Anteil an den acht Familien der Mäuse. 
Um die Unterschiede der Gewebe zu erreichen, müssten B-Lymphozyten mit einer 
bestimmten VH-Familie in einem bestimmten Gewebe angereichert (Milz, 
Peritonealhöhle) oder verringert werden (Peyer-Plaques). Es ist auffällig, dass die 
Unterschiede zwischen Peyer-Plaques und Milz beziehungsweise Peritonealhöhle 
besonders deutlich bei den Wildtypmäusen erkennbar waren. Bei den ∆-iD und ∆-
RF2 Mäusen dagegen war dieser Unterschied zwar erkennbar aber nicht in allen 
Vergleichen signifikant. Falls es Mechanismen gibt, die eine Selektion der B-
Lymphozyten einer bestimmter VH-Familie in speziellen immunologischen 
Geweben erlauben, so scheinen diese bei den ∆-iD und ∆-RF2 Mäusen im 
Vergleich zum Wildtyp gestört zu sein 
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 5.5 Immunologische Bedeutung  
Um die Bedeutung von IPSE als Superantigen darzustellen, ist es notwendig, 
Superantigene generell zu betrachten. Da Superantigene meist Bestandteil häufig 
vorkommender Krankheitserreger sind, wurde die These aufgestellt, dass sie eine 
frühe humorale Immunantwort darstellen, die dem angeborenen Immunsystem 
gleicht (Snow et al. 1996, Hofer et al. 1999). Das Immunsystem hätte damit 
während der Evolution VH-Familien erzeugt, die Antigene häufiger 
Krankheitserreger binden. Ein Beispiel hierfür ist das Staphylococcus aureus 
Protein A. Dieses wird hauptsächlich durch Immunglobu ine gebunden, deren VH-
Segmente zur VH3-Familie gehören (Sasso et al. 1989). Staphylococcus aureus ist 
ein weit verbreiteter Krankheitserreger. Es scheint also sinnvoll, eine große Anzahl 
an Immunglobulinen zu besitzen, die seine Antigene bi den. Schistosomen sind in 
tropischen Ländern weit verbreitet. Schätzungen zufolge sind 250 – 300 Millionen 
Menschen infiziert. Als sich das menschliche Immunsystem entwickelte, war es 
wahrscheinlich auch Schistosomen in größerer Zahl ausgesetzt. Daher scheint es 
sinnvoll, auch eine größere Anzahl an Immunglobulinen gegen 
Schistosomenantigene zu besitzen. Es können bei Erstkontakt mit Schistosomen 
sofort Antigene gebunden werden. Nach Eiablage erfolgt die TH2-Reaktion. Bleibt 
diese aus, ist die Infektion hochpathologisch und kann tödlich verlaufen (Stadecker 
et al. 2004). Die frühe TH2-Reaktion wird dabei durch IPSE verursacht. Dies ist 
möglich, da IPSE Antigen-unspezifisch an IgE binden und damit Mastzellen zur 
Degranulation bringen kann (Schramm et al. 2003).  
Das Besondere an IPSE ist, dass es Mastzellen antigenunabhängig ohne 
Quervernetzung von membrangebundenem IgE zur Degranulation bringt. Dies stellt 
einen alternativen Weg der Mastzellaktivierung dar. Die TH2-Reaktion und 
Mastzellaktivierung sind zentrale Mechanismen der allergischen Reaktion. Bei 
Allergien tritt nach Antigenkontakt eine systemische Sensibilisierung auf. Allergene 
prägen dabei die Immunantwort im Sinne eines TH2–Phänotyps (Corry und 
Kheradmand 1999). Es kommt zur TH2-Reaktion und zur Produktion von 
allergenspezifischem IgE. Dieses wird auf Mastzellen g bunden (Laitinen et al. 
2004, Moffatt et al. 2007, Hui et al. 2008).  Der Mastzellaktivierung geht dabei eine 
Sensibilisierung voraus, während der allergenspezifisches IgE gebildet wird. Die 
Mastzellaktivierung ist nach diesem Modell Folge der TH2-Reaktion. Die 
Freisetzung von IL-4 dient dabei dem Erhalt der TH2-Antwort. Die TH2-Reaktion 
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bei Kontakt mit IPSE ist nicht Vorraussetzung für die Mastzelldegranulation 
sondern deren Folge. Es muss keine Bildung antigenspezifischer Immunglobuline 
erfolgen, da IPSE als Superantigen bindet.  Einige Untersucher fanden in Patienten 
mit Allergien eine Bevorzugung bestimmter VH-Familien im IgE-Molekül. Darum 
wurde auch für einige Allergene postuliert, dass sie als B–Zell-Superantigene 
binden. Diese Allergene wurden Superallergene genannt (Marone et al. 2006). IPSE 
als alternativer IgE-Ligand eröffnet also Möglichkeiten, Allergien und Atopie 
besser zu verstehen.  
Sind die Mechanismen klar, wie IPSE Mastzellen ohne Qu rvernetzung von IgE zur 
Degranulation bringt, so kann dies zu neuen Therapiansätzen der 
Allergiebehandlung führen. Als erster Schritt ist hierbei zu verstehen, wie und wo 
IPSE am Immunglobulin bindet. Die Entwicklung des IgE-Antikörpers 
Omalizumab kann die Mastzelldegranulation auf Ebene des IgE allgemein hemmen. 
Jedoch sollte das Ziel sein, speziell das IgE zu hemm n, das für die allergische 
Reaktion verantwortlich ist. Stellt man fest, welche VH-Familien bevorzugt ein 
bestimmtes Superantigen beziehungsweise Superallergen binden, so könnte man 
Antikörper speziell gegen diese VH-Familie entwickeln. 
 
 5.6 Zusammenfassung der Ergebnisse 
IPSE-bindende naive CD19-positive B-Lymphozyten ließen sich in der FACS-
Analyse nachweisen. Der quantitative Nachweis war jedoch nur für IgM positive B-
Lymphozyten möglich. Eine IPSE-Bindung der IgA, IgG und IgE positiven naiven 
B-Lymphozyten ließ sich nur qualitativ nachweisen. Eine Quantifizierung der 
IPSE-bindenden Zellen mittels FACS Analyse war aufgrund der sehr geringen 
Anzahl in diesen Zellpopulationen nicht möglich. Im ELISA konnten IPSE-
bindende Immunglobuline nachgewiesen werden. Um die r i Mauslinien 
hinsichtlich ihrer spontanen Produktion IPSE-bindender Immunglobuline zu 
überprüfen, wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit Nachweise für IPSE-
spezifisches IgM und IgG1 etabliert, da diese beiden Isotypen in relativ hoher 
Konzentration im Serum vorkommen. Bei der FACS-Analyse banden im 
Durchschnitt 2,7 % aller naiven B-Lymphozyten IPSE. Bei sämtlichen Vergleichen 
der B-Lymphozyten aus Milz, Peritonealhöhle und Peyer-Plaques zeigten sich 
zwischen den verschiedenen Mauslinien keine signifikanten Unterschiede in der 
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IPSE-Bindungsfähigkeit. Lediglich der Vergleich zwischen IgM-positiven B-
Lymphozyten der Milz von ∆-iD und Wildtypmäusen und der Vergleich der 
Gesamt-B-Lymphozyten der Peyer-Plaques von ∆-iD Mäusen und ∆-RF2 Mäusen 
erreichte ein Signifikanzniveau von <0.05. Dies könnte für einen vorhandenen, aber 
sehr geringen Einfluss der CDR-H3-Region auf die IPSE-Bindung hinweisen. Da 
das Signifikanzniveau im zweiseitigen T-Test lediglich in zwei von 18 Vergleichen 
erreicht wurde, kann die CDR-H3-Region allenfalls eine sehr untergeordnete Rolle 
bei der IPSE-Bindung spielen.  Da sich insgesamt die B-Lymphozyten der 
Mauslinien trotz der extrem entgegen gesetzten Zusammensetzung ihrer CDR-H3-
Regionen in ihrer IPSE-Bindungsfähigkeit nahezu nicht unterschieden, 
interpretieren wir die FACS-Analysen als Hinweis auf eine weit überwiegend 
Superantigen-artige Bindung von IPSE am membranständige  Immunglobulin. 
Diese Schlussfolgerung wird durch die ELISA-Ergebnisse unterstützt. Im ELISA 
zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der IPSE-Bindungsfähigkeit durch IgM 
und IgG1 für die verschiedenen Mauslinien. 
Beim Vergleich der verschiedenen Gewebe in der FACS- nalyse ergaben sich bei 
Wildtyp- und ∆-iD Mäusen in 7 von 18 Vergleichen signifikante Unterschiede 
hinsichtlich der IPSE-Bindungsfähigkeit der B-Lymphozyten, wobei die übrigen 
Vergleiche weit überwiegend gleichgerichtete Trends aufwiesen. Beispielsweise 
waren in den Peyer-Plaques von Wildtyp-Mäusen weniger IPSE-bindende B-
Lymphozyten als in Milz und Peritonealhöhle nachzuweisen. Ebenso fanden sich in 
Peyer-Plaques von ∆-iD Mäusen weniger IPSE-bindende IgM-positive B-
Lymphozyten als in der Milz. Für die ∆-RF2 Mäuse zeigten sich bei den IgM 
positiven Zellen auch eine geringere IPSE-Bindung durch die Peyer-Plaques als 
durch die Milz. Zusammenfassend wiesen die FACS- und ELISA-Analysen auf 
eine Superantigen-artige Bindung von IPSE am Immunglobulin hin. Beim 
Vergleich zwischen verschiedenen Geweben waren die Erg bnisse uneinheitlicher 
und sprachen für eine geringere IPSE-Bindung der B-Lymphozyten in den Peyer-
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 5.7 Schlussfolgerung 
IPSE kann Mastzellen ohne Quervernetzung von IgE-Molekülen und ohne 
vorherige Sensibilisierung zur Degranulation bringe. Hierbei handelt es sich also 
um einen bisher unbekannten Mechanismus, dessen Bedeutung bei der Typ1- 
Allergie bisher ungeklärt ist. Die Aufklärung des Mechanismus könnte neue 
therapeutische Optionen zur Allergiebehandlung eröffnen. Wir konnten zeigen, dass 
IPSE im Sinne eines Superantigens an Immunglobuline gebunden wird. B-
Lymphozyten verschiedener immunologischer Kompartimente können IPSE in 
unterschiedlichem Ausmaß binden. Deshalb soll in weiteren Untersuchungen 
geprüft werden, wie sich die B-Lymphozyten verschiedener Kompartimente 
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 7. Anhang  
 7.1 Tabelle Mäuse 
 
Balb/c 











w1 1. Jul 04 21. Mrz 05 2,47 x 10*8 24,7 G/l in 10ml 50,0 6,0 3,8 
w2 1. Jan 05 24. Mrz 05 1,31 x 10*8 13,1 G/l in 10ml 78,0 7,5 6,0 
m1 30. Dez 04 5. Apr 05 1,09 x 10*8 10,9 G/l in 10ml 84,0 6,1 3,0 
m2 30. Dez 04 7. Apr 05 1,03 x 10*8 10,3 G/l in 10ml 90,6 8,0 4,6 
w3 30. Dez 04 8. Apr 05 1,64 x 10*8 16,4 G/l in 10ml 92,4 8,0 3,8 
w4 30. Dez 04 28. Apr 05 1,47 x 10*8 14,7 G/l in 10ml 83,4 4,8 2,9 
w5 30. Dez 04 29. Apr 05 1,68 x 10*8 17,7 G/l in 9,5ml 77,0 5,7 2,6 
w6 12. Nov 04 4. Mai 05 1,3 x 10*8 13 G/l in 10ml 79,3 3,7 2,7 
w8 7. Jan 05 3. Aug 05 1,47 x 10*8 14,7 G/l in 10ml 98,0 2,3 2,1 
m3 4. Mrz 05 20. Okt 05 5,5 x 10*7 5,5 G/l auf 10ml 95,2 2,9 3,2 
w7 7. Jan 05 19. Mai 05 1,41 x 10*8 14,1 G/l in 10ml 86,9 4,9 2,8 
MW         83,2 5,4 3,4 
SD         12,4 1,9 1,1 
 
Balb/c 












w1 1. Jul 04 21. Mrz 05 1,33 x 10*7 2,21 G/l in 6ml 82,0 9,0 3,3 
w2 1. Jan 05 24. Mrz 05 2,8 x 10*6 0,4 G/l in 7ml 5,3 4,6 
m1 30. Dez 04 5. Apr 05 2,4 x 10*6 0,4 G/l in 6ml 96,3 2,7 4,5 
m2 30. Dez 04 7. Apr 05 10*6 0,2 G/l in 5ml 95,7 8,4 5,3 
w3 30. Dez 04 8. Apr 05 3,6 x 10*6 0,8 G/l in 4,5ml 96,1 5,3 4,7 
w4 30. Dez 04 28. Apr 05 7 x 10*6 1,4 G/l in 5ml 95,8 5,1 2,6 
w5 30. Dez 04 29. Apr 05 6 x 10*6 1 G/l in 6ml 96,8 2,9 4,9 
w6 12. Nov 05 4. Mai 05      
w8 7. Jan 05 3. Aug 05 1,04 x 10*7 1,6 G/l auf 6,5ml 97,8 2,7 2,5 
m3 4. Mrz 05 20. Okt 05 5,8 x 10*6 0,9 G/l auf 6,5ml 98,1 1,6 1,5 
w7 7. Jan 05 19. Mai 05 7,7 x 10*6 1,1 G/l in 7ml 95,3 4,5 2,4 
MW         94,9 4,8 3,6 
SD         4,6 2,3 1,3 
 


















w1 1. Jul 04 21. Mrz 05 2,37 x 10*7 3,38 G/l in 8ml   
w2 1. Jan 05 24. Mrz 05 8 x 10*6 0,8 G/l in 10ml 78,0 3,5 1,6 
m1 30. Dez 04 5. Apr 05 4 x 10*6 0,4 G/l in 10ml 84,3 2,0 1,8 
m2 30. Dez 04 7. Apr 05 1,3 x 10*7 1,3 G/l in 10ml 76,1 3,6 2,2 
w3 30. Dez 04 8. Apr 05 4,4 x 10*7 4 G/l in11ml 77,0 2,0 1,3 
w4 30. Dez 04 28. Apr 05 2,1 x 10*7 2,1 G/lin 10ml 61,5 2,8 0,9 
w5 30. Dez 04 29. Apr 05 1,8 x 10*7 1,8 G/l in 10ml 76,5 1,9 1,1 
w6 12. Nov 05 4. Mai 05 3,2 x 10*7 3,2 G/l in 10ml 57,2 1,6 0,8 
w8 7. Jan 05 3. Aug 05 1,2 x 10*7 1,2 G/l auf 10ml 94,9 1,0 1,1 
m3 4. Mrz 05 20. Okt 05 4 x 10*5 0,4 G/l auf 10ml 89,9 1,9 1,5 
w7 7. Jan 05 19. Mai 05 1,5 x 10*7 1,5 G/l in 10ml 65,2 2,3 1,5 
MW         76,1 2,3 1,4 
SD          11,4 0,8 0,4 
 
 











154 10. Mai 05 1. Aug 05 9,9 x 10*7 10,4 G/l in 9,5ml 97,5 3,0 2,0 
164 10. Mai 05 2. Aug 05 1,01 x 10*8  10,7G/l in 9,5 ml 96,7 4,1 2,8 
153 31. Mai 05 5. Aug 05 9,8 x 10*7  9,8 G/l in 10ml 89,6 5,3 3,6 
171 5. Jun 05 8. Aug 05 9,2 x 10*7  9,2 G/l in 10ml 96,0 4,7 3,8 
151 31. Mai 05 9. Aug 05 9,9 x 10*7  9,9 G/l in 10ml 96,6 2,5 1,5 
173 22. Jun 05 15. Aug 05 7 x 10*7 7 G/l in 10ml 94,7 4,2 4,3 
176 22. Jun 05 18. Aug 05 8 x 10*7 8  G/l in 10ml   
178 22. Jun 05 18. Aug 05 6,4 x 10*7 6,4 G/l in 10ml 97,2 1,8 1,3 
174 22. Jun 05 19. Aug 05 7,5 x 10*7 7,5 G/l in 10ml 96,2 3,0 2,6 
177 22. Jun 05 19. Aug 05 8,9 x 10*7 8,9 G/l in 10ml 95,1 1,3 1,6 
MW         95,5 3,3 2,6 






















154 10. Mai 05 1. Aug 05 4,55 x 10*6 0,7 G/l in 6,5ml 99,1 3,5 3,0 
164 10. Mai 05 2. Aug 05 2,4 x 10*6  0,4G/l, 6ml  97,4 1,6 1,8 
153 31. Mai 05 5. Aug 05 2,2 x 10*6  0,4G/l, 5,5ml  97,0 13,1 12,1 
171 5. Jun 05 8. Aug 05 1,8 x 10*6  0,3G/l, 6ml  97,4 1,6 2,0 
151 31. Mai 05 9. Aug 05 3 x 10*6  0,5G/l, 6ml  98,7 1,7 1,7 
173 22. Jun 05 15. Aug 05 2 x 10*6 0,3 G/l in 6,5ml 97,8 1,5 2,0 
176 22. Jun 05 18. Aug 05 2,8 x 10*6 0,4 G/l in 7ml   
178 22. Jun 05 18. Aug 05 4,9 x 10*6 0,7 G/l in 7ml 96,6 3,0 2,8 
174 22. Jun 05 19. Aug 05 2,2 x 10*6  
0,4 G/l in 
5,5ml 95,3   
177 22. Jun 05 19. Aug 05 2,4 x 10*6  0,4 G/l in 6ml 98,0 2,3 1,9 
MW         97,5 3,5 3,4 
















154 10. Mai 05 1. Aug 05 1,2 x 10*7 1,2 G/l in 10ml 93,4 1,2 0,8 
164 10. Mai 05 2. Aug 05 1,4 x 10*7  1,4G/l, 10 ml  89,9 1,1 0,8 
153 31. Mai 05 5. Aug 05 1,1 x 10*7  1,1G/l, 10 ml  87,5 5,4 2,9 
171 5. Jun 05 8. Aug 05 1,4 x 10*7  1,2G/l, 11,5 ml  82,2 1,4 1,3 
151 31. Mai 05 9. Aug 05 2,6 x 10*7  2,6G/l, 10 ml  84,5 0,7 0,4 
173 22. Jun 05 15. Aug 05 2 x 10*6 0,2 G/l in 10ml 91,3 1,2 0,8 
176 22. Jun 05 18. Aug 05 1,5 x 10*7 1,5 G/l in 10ml   
178 22. Jun 05 18. Aug 05 1,2 x 10*7 1,2 G/l in 10ml 86,7 1,4 0,5 
174 22. Jun 05 19. Aug 05 1,1 x 10*7  1,1 G/l in 10ml 81,4 1,5 0,9 
177 22. Jun 05 19. Aug 05 9 x 10*6 0,9 G/l in 10ml 89,9 0,6 0,7 
MW         87,4 1,6 1,0 






















160 29. Mai 05 10. Aug 05 5,8 x 10*8 5,8 G/l in 10ml 97,6 3,2 2,6 
172 10. Jun 05 15. Aug 05 9 x 10*6  9 G/l in 10 ml 97,0 3,3 2,6 
182 21. Jun 05 17. Aug 05 3,8 x 10*7  3,8 G/l in 10ml 97,0 3,4 2,4 
183 21. Jun 05 17. Aug 05 6,6 x 10*7  6,6 G/l in 10ml 96,3 5,9 2,5 
210 10. Jul 05 19. Okt 05 8,9 x 10*7  8,9 G/l in 10ml 97,8 2,3 2,2 
159 29. Mai 05 11. Aug 05 7,7 x 10*7 7,7 G/l in 10ml 94,3 3,9 3,1 
155 29. Mai 05 25. Jul 05 1,24 x 10*8 12,4 G/l in 10ml 81,0 3,9 2,7 
158 29. Mai 05 27. Jul 05 1,01 x 10*8 10,1 G/l in 10ml 83,9 5,4 3,8 
156 29. Mai 05 28. Jul 05 1 x 10*8 10 G/l in 10ml 95,8 5,6 6,1 
157 29. Mai 05 29. Jul 05 1,01 x 10*8 10,1 G/l in 10ml 97,3 4,2 3,4 
MW         93,8 4,1 3,1 

















160 29. Mai 05 10. Aug 05 4,55 x 10*6  0,7G/l, 6,5ml  98,2 8,4 6,4 
172 10. Jun 05 15. Aug 05 2,6 x 10*6 0,4G/l, 6ml  98,6 1,9 2,0 
182 21. Jun 05 17. Aug 05 2,75 x 10*6  0,5G/l, 5,5ml  98,5 1,9 2,0 
183 21. Jun 05 17. Aug 05 2,75 x 10*6  0,5G/l, 5,5 97,4 1,5 1,6 
210 10. Jul 05 19. Okt 05 3,5 x 10*6  0,5G/l, 7ml  97,5 2,3 2,1 
159 29. Mai 05 11. Aug 05 2,2 x 10*6 0,4 in 5,5ml 98,1 4,0 3,6 
155 29. Mai 05 25. Jul 05 4,5 5x 10*6 
0,7 G/l in 
6,5ml 97,1 5,0 2,9 
158 29. Mai 05 27. Jul 05 4,9x 10*6 0,7 G/l in 7ml 96,8 2,8 1,8 
156 29. Mai 05 28. Jul 05 2,4 x 10*6 0,4 G/l in 6 ml 99,0 5,7 6,0 
157 29. Mai 05 29. Jul 05 4,9 x 10*6 0,7 G/l in 7ml 99,2 2,6 2,6 
MW         98,0 3,6 3,1 
























160 29. Mai 05 10. Aug 05 1,2 x 10*7  1,2 G/l in 10ml 92,9 4,7 5,5 
172 10. Jun 05 15. Aug 05 1 x 10*6  1 G/l, 10 ml  89,6 1,8 1,6 
182 21. Jun 05 17. Aug 05 7 x 10*6  0,7G/l, 10 ml  88,9 1,4 1,6 
183 21. Jun 05 17. Aug 05 1,4 x 10*7  1,4 G/l, 10 ml  85,4 2,1 1,7 
210 10. Jul 05 19. Okt 05 1,9 x 10*7  1,9 G/l, 10 ml  92,6 0,7 0,5 
159 29. Mai 05 11. Aug 05 1,4 x 10*7  1,4 G/l, 10 ml  91,6 4,1 3,7 
155 29. Mai 05 25. Jul 05 1,6 x 10*7 1,6 G/l in 10ml 57,5 1,8 1,0 
158 29. Mai 05 27. Jul 05 1 x 107 1 G/l, 10 ml  83,1 2,4 1,4 
157 29. Mai 05 29. Jul 05 9 x 10*6 0,9 G/l in 10ml 94,6 4,8 3,8 
MW         86,2 2,6 2,3 
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